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略語 

 

3MC; 3-methylcholanthrene 

AC; acidic subdomain 

AHR; aryl hydrocarbon receptor 

ARNT; aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 

BaP; benzo[a]pyrene 

bHLH; basic helix-loop-helix 

βNF; β-naphthoflavone 

CYP; cytochrome P450 

CRISPR/Cas; clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated 

protein 

DBD; DNA binding domain 

DMBA; 7,12-dimethylbenz[a]anthracene 

DMEM; Dulbecco's modified Eagle's medium 

DMSO; dimethyl sulfoxide 

E2; 17β-estradiol 

ER; estrogen receptor 

ERE; ER response element 

FBS; fetal bovine serum 

FDA; Food and Drug Administration 

FICZ; 6,12-diformylindolo[3,2b]carbazole 

GR; glucocorticoid receptor 

GREB1; growth regulation by estrogen in breast cancer 1 

HRT; hormone replacement therapy 

HRP; horseradish peroxidase 

HSP90; heat shock protein 90 

I3C; indole-3-carbinol 

IL; interleukin 

KO; knockout 

LBD; ligand binding domain 
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LBP; ligand binding pocket 

Luc; luciferase 

NES; nuclear export signal 

NLS; nuclear localization signal 

NR; nuclear receptor 

NTD; N-terminal domain 

PAS; PER-ARNT-SIM 

PBS; phosphate buffered saline 

PPAR; peroxisome proliferator-activated receptor 

PR; phenol red 

PST; proline/serine/threonine rich subdomain 

Q; glutamine rich subdomain 

SDS; sodium dodecyl sulfate 

SERM; selective estrogen receptor modulator 

SNRM; selective nuclear receptor modulator 

TAD; transactivation domain 

TCDD; 2,3,7,8-tetrachloro dibenzo-p-dioxin 

TGH; tris-glycine-HCl 

TGS; tris-glycine-SDS 

XAP2; hepatitis B virus X-associated protein 2 

XRE; xenobiotic response element 
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緒言 

 

遺伝子発現制御の中心を担う転写因子は、特異的 DNA配列に結合し、転写共役因子

複合体を形成して標的遺伝子の転写を制御する。受容体型転写因子は、ステロイドホル

モンや脂溶性ビタミンのような低分子化合物（リガンド）によって活性制御を受ける転

写因子である。リガンドの結合により活性化した受容体型転写因子は、細胞質から核内

へ移行し、標的遺伝子のプロモーターに存在する応答配列に結合した後、その標的遺伝

子の転写を活性化する（Fig. 1）。受容体型転写因子として、核内受容体（nuclear receptor；

NR）スーパーファミリーや芳香族炭化水素受容体（aryl hydrocarbon receptor；AHR）が

知られており、機能の異なる複数の標的遺伝子の転写制御を担うことで様々な生理機能

調節に関与している。 

Fig. 1. 受容体型転写因子による遺伝子発現制御機構 

核内受容体スーパーファミリー [1,2]は、N 末端側からリガンド非依存的な転写活性

化領域（AF-1 領域）を含む N-terminal domain（NTD）、DNA-binding domain（DBD）、

hinge 領域（H）、リガンド依存的な転写活性化領域（AF-2領域）やリガンド結合ポケッ

ト（ligand binding pocket；LBP）を備えた C末端 ligand binding domain（LBD）を有する

分子構造をもつ（Fig. 2、[3]）。各機能ドメインは、タンパク質の安定化や転写調節のた

め、複数のタンパク質との相互作用に関与している。また、核内で機能するタンパク質

と同様に、核内受容体は核移行シグナル（nuclear localization signal；NLS）や核外輸送シ

グナル（nuclear export signal；NES）を有する。核内受容体はホモまたはヘテロダイマー

を形成し、不完全なパリンドローム配列または 2つのヘキサヌクレオチドハーフサイト

の直列、反転または反転リピートして構成された特徴的な DNA 応答配列に結合する 

[4–7]。核内受容体は、既知の受容体との配列類似性により多数の核内受容体が同定され

ているが、内因性リガンドが同定されていない孤児受容体（orphan receptor）を含み、ヒ

トにおいては 48種類の核内受容体が報告されている。 
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Fig. 2. 核内受容体および AHRの分子構造 

（A）核内受容体（NR）の分子構造概略図。NTD: N-terminal domain、DBD: 

DNA-binding domain、H: hinge 領域、 LBD: ligand-binding domain、AF-1: 

activation function 1、AF-2: activation function 2。 

（B）AHRの分子構造概略図。bHLH: basic helix-loop-helix、PAS: PER-ARNT-

SIM、TAD: transactivation domain、AC: acidic subdomain、Q: glutamine rich 

subdomain、PST: proline-serine-threonine rich subdomain。 

AHR は、環境汚染の原因の一つであるダイオキシン類の結合タンパク質として同定

された受容体型転写因子であり、核内受容体とは構造が異なる basic helix-loop-

helix/PER-ARNT-SIM（bHLH/PAS）ファミリーに属する（Fig. 2、[8]）。N末端に、塩基

性アミノ酸に富んだ bHLH構造をもち、DNA結合領域、NLS、NESを有する。続いて、

リガンド結合およびヘテロダイマー結合領域が位置し、C末端側には、酸性サブドメイ

ン（acidic subdomain；AC）、グルタミンリッチドメイン（glutamine rich subdomain；Q）、

プロリン-セリン-スレオニンリッチサブドメイン（proline-serine-threonine rich subdomain；

PST）の 3 つのサブドメインから構成される転写活性化領域（transactivation domain；

TAD）を有した分子構造をとっている [9,10]。 

AHR は通常、分子シャペロンである heat shock protein 90（Hsp90）、p23、hepatitis B 

virus X-associated protein 2（XAP2）と複合体を形成して細胞質に局在しており、リガン

ド結合によって AHR は核内へ移行し、核内において Hsp90 複合体から解離して AHR

核輸送単体（AHR nuclear translocator；ARNT）とヘテロダイマーを形成し、AHR/ARNT 

複合体は標的遺伝子のプロモーター領域にある異物応答配列（xenobiotic response 

element；XRE）に結合して転写の活性化を惹起する [11–13]（Fig. 3）。AHRの代表的な

標的遺伝子としては、薬物代謝酵素である cytochrome P450（CYP）1A1 や CYP1B1 な

どが知られ [14,15]、これら酵素誘導により異物代謝を促進する異物受容体の一つとし

て生理的機能を示す。 



7 

 

 

Fig. 3. AHRの転写活性化機構 

受容体型転写因子の標的遺伝子は、生理作用だけではなく様々な疾病に関与するもの

も多く、アメリカ食品医薬品局（FDA）が認可している医薬品の約 16％が核内受容体ス

ーパーファミリーを治療標的としたものである（2016 年）[16]。例えば、デキサメタゾ

ンやプレドニゾロンは、グルココルチコイド受容体（glucocorticoid receptor；GR）を標

的としたステロイド性抗炎症薬である。また、ペルオキシゾーム増殖剤応答性受容体 α

（peroxisome proliferator-activated receptor alpha；PPARα）を標的としたフィブラート系薬

剤脂質異常症治療薬のベザフィブラートやフェノフィブラート、PPARγ を標的とした

チアゾリジン系のインスリン抵抗性改善薬のピオグリダゾン、ロシグリダゾンなどが挙

げられる。これらのように低分子化合物であるリガンドによって、活性を制御できる核

内受容体や AHR のような受容体型転写因子の新規リガンドの同定やその機能を利用し

た新たな治療戦略の提案は重要な研究対象とされている。 

核内受容体には、組織特異的に作用を発揮するリガンドが存在する。それらは、選択

的核内受容体調節薬（selective nuclear receptor modulator；SNRM）と呼ばれ、ある組織

ではアゴニストとして作用し、また異なる組織においてはアンタゴニスト作用を示す特

徴を持つ。その代表例が、エストロゲン受容体（estrogen receptor；ER）[17,18]を標的と

した選択的エストロゲン受容体調節薬（selective estrogen receptor modulator；SERM）の

タモキシフェンである（Fig. 4）。タモキシフェンは、乳がん組織においてアンタゴニス

ト作用（抗エストロゲン作用）を示すが、子宮体や子宮内膜においてはアゴニストとし

て作用する。このように、SNRM は一つのリガンドで核内受容体の機能発現を組織選択

的に制御することが可能な核内受容体リガンドである。SNRM の組織選択性が認められ

る要因として、転写共役因子の発現や転写複合体形成が組織により異なるためと推察さ

れているが [19–21]、完全には明らかにされていない。これまでにも SNRM の特徴を示
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す化学物質が複数報告されているが、SNRM による選択的な作用発現の分子基盤は未解

明まま臨床治療薬として使用されているケースもある。 

Fig. 4. 選択的エストロゲン受容体調節薬の組織選択性 

その一方で当教室では、組織選択性に加え、同一組織においても遺伝子選択的に発現

を調節可能な核内受容体の選択的機能調節薬を複数見出している。東邦大学薬学部薬化

学教室との共同研究により見出された YK11は、核内受容体であるアンドロゲン受容体

（androgen receptor；AR）に結合する合成化合物であり、ARのフルアゴニストによって

誘導される ARの標的遺伝子のうち、その一部の遺伝子では誘導がかからないことを報

告している [22]。また、当教室で新規 PPARβ/δ アゴニストとして同定された天然化合

物 Picrasidine Nは、PPARの標的遺伝子発現において、既存の合成 PPARβ/δアゴニスト

とは異なる遺伝子を誘導することを報告している [23]。これらのように、同一細胞内に

おいて、発現誘導する遺伝子パターンがフルアゴニストや他のアゴニストと異なる核内

受容体リガンドが存在することを報告している。 

核内受容体は典型的なアゴニストによって活性化され、様々な機能を発現するが、状

況によってはそれらが毒性的または不利益な機能となって発現してしまうことがある。

このような問題の改善策として、一つのリガンドで、核内受容体の各機能を選択して発

現することが可能な核内受容体リガンド（選択的機能調節薬）を用いることができれば、

意図的に受容体型転写因子の機能をコントロールすることができ、さらに様々な疾患に

おける治療薬としての応用が可能であると考えられる。そこで本研究では乳がんに着目
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し、「乳がんにおける選択的機能調節薬を同定して、受容体型転写因子を標的とした新

たな創薬基盤を確立する」ことを研究目的とした。第 1 章では、エストロゲン受容体

ERα を標的とした乳がんにおける選択的機能調節薬候補となる化合物の探索を実施し

た。また第 2 章では、核内受容体とは構造が異なる受容体型転写因子 AHR においても

選択的機能調節薬の存在を仮定し、乳がんにおける治療薬としての可能性を検討した。 
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第 1 章 

 

選択的エストロゲン受容体（ER）α 部分アゴニスト 

10-dehydrooxyglycyuralin E（T9）の同定 
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1-1. 序論 

 

エストロゲン受容体（estrogen receptor；ER）は、核内受容体スーパーファミリーに属

する[17,18]。17β-estradiol（E2）などのエストロゲンは、乳腺や子宮などの生殖器官系、

骨形成や心血管系、中枢神経系などにおいて様々な生理的機能を担っており、これらの

幅広い生理作用は、エストロゲンの標的臓器に存在する ERを介して発揮される。ERは

主に核内に局在しており、エストロゲンが結合することによって ERは二量体を形成し、

標的遺伝子のプロモーター上に存在する ER応答配列（ER response element；ERE）に結

合して標的遺伝子の転写を活性化する（Fig. 5）。ERには、ERα（NR3A1）と ERβ（NR3A3）

の 2 つの異なるサブタイプに分類され、ともに E2 と結合して活性制御を受けるが、配

列相同性や臓器/組織における発現、標的遺伝子の機能にサブタイプ間で大きな違いが

あると言われている [24–26]。 

 

Fig. 5. ERの転写活性化機構 

 

ホルモン補充療法（hormone replacement therapy；HRT）は、更年期症状（ほてりなど）

の緩和や骨粗鬆症予防などを目的として、エストロゲンレベルの調節に用いられる 

[27]。対照的に、抗エストロゲン薬は、エストロゲン依存性乳がん [28]や閉経後子宮内

膜症 [29]、子宮平滑筋腫 [30]などのエストロゲン関連疾患の治療薬として使用されて

いる。また、選択的エストロゲン受容体調節薬（SERM）[19,31]は、エストロゲン標的

組織の ERα に対して選択的に作用を示すことが期待される化合物であり、タモキシフ

ェン [32,33]やラロキシフェン [34,35]は閉経後 ER 陽性乳がん、バゼドキシフェン 

[36,37]は閉経後骨粗鬆症の治療および予防に用いられている。しかしながら、いずれも

長期的な SERM の使用は、脳卒中や深部静脈血栓塞栓症 [38]、薬剤耐性 [39]など深刻
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な副作用のリスクを高める可能性があることも報告されている。 

乳がんとは、乳管や小葉上皮から発生する悪性腫瘍であり、外科手術や薬物療法、放

射線療法といったこれらの集学的治療により、治療成績は年ごとに向上してきている。

その一方で、乳がん罹患数は増加し続けており、わが国における女性の部位別がん罹患

率が最も高く、女性のがんによる死亡の主な原因の一つとなっており、乳がんの新しい

治療法が望まれている。乳がん全体の約 6～7 割は ERα陽性であり、エストロゲン依存

的ながん細胞の増殖が認められる。閉経前の ERα 陽性乳がんにおける術後療法として

用いられているタモキシフェンは、乳がん組織において抗エストロゲン作用（アンタゴ

ニスト作用）を示し、エストロゲン依存的乳がん細胞の増殖を抑制することから、乳が

ん治療薬として使用されている [19]。しかしながら、タモキシフェンは、乳房組織にお

いてがん細胞増殖だけでなく、その他機能に対してもアンタゴニスト作用を示してしま

う。そこで同一組織内において、ERα の有益な機能のみを発現する ERα リガンドであ

れば、乳がん治療における新たな代替薬となり得ると考え、本章では ERα の有益な機

能を選択的に発現可能なタモキシフェンの新たな代替乳がん治療薬となり得るシード

化合物を探索することを目的とし、新たな ERα リガンドの探索を試みた。SNRM の一

つである選択的アンドロゲン受容体調節薬は、フルアゴニストに対して 50-80%の転写

活性化作用を示すことが報告されている（reporter assay による部分アゴニスト活性）[40]。

したがって、本研究では、ERα の有益な機能を発揮（ON）する能力を保持する部分ア

ゴニストを探索することとし、また、ERα陽性乳がんの治療効果として、エストロゲン

依存的な乳がん細胞増殖抑制作用とあわせてスクリーニングを行い、目的化合物の探索

を行った。 
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1-2. 方法 

 

1-2-1. 使用化合物 

表 1． 

化合物名 略名 メーカー 

17β-estradiol E2 Wako 

Dimethyl Sulfoxide DMSO Wako 

 

東邦大学薬学部生薬学教室より提供頂いた化合物ライブラリーの化学構造式（299

種）を supplementary data （表 1S）に示した。化合物 mt8および mt9は、混合した

mt8/9（5 μM）を用いたため、スクリーニングには計 298種の化合物を使用した。 

 

1-2-2. 化合物の合成手順と分光データ  

Supplementary data に記載 

 

1-2-3. 細胞培養 

ヒト胎児腎臓細胞株 HEK293 を、10％ charcoal-stripped ウシ胎児血清（csFBS; Gibco）

と 100 U/mL penicillin および 100 μg/mL streptomycin（Pen Strep; Gibco）を含む phenol 

red-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium High Glucose（DMEM/- ; Wako）を用いて、

37℃、5％ CO2 条件下で培養した。ヒト乳がん由来細胞株 MCF-7 は、東北大学加齢医

学研究所医用細胞資源センター・細胞バンクより購入した。MCF-7は、5％のウシ胎児

血清（FBS; Gibco）、100 U/mL penicillin および 100 μg/mL streptomycin（Pen Strep; Gibco）

含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium High Glucose（DMEM; Wako）を用いて、37℃、

5％ CO2条件下で培養した。 

 

1-2-4. プラスミド構築 

ヒト ERαおよび ERβ をコードする cDNAを PCRで増幅し、pcDNA5 vector（Thermo 

Fisher Scientific）に導入して発現ベクターを作製した。 

ERα  Fw:  5’- GACGGCGATCGCCATGACCATGACCCTCCACACCAAAGC-3’ 

Rev:  5’-ACGTGTTTAAACCTCAGACCGTGGCAGGGAAACC-3’、 

ERβ  Fw:  5’-GCGGGATCCATGGATATAAAAAACTCACC-3’ 
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Rev:  5’-GCGCTCGAGCTACGCATTTCCCCTCATCC-3’ 

 

また、酵母由来の転写因子 GAL4の DBD および ERα の LBD をコードする cDNA を

pcDNA5 ベクターに導入しクローニングした（GAL4/DBD-ERα/LBD）。GAL4 応答配列

（GALRE）/ TATAボックスを pMCS-Gaussia Luc vector（Thermo Fisher Scientific）に導

入し、GALRE駆動性の Gaussia-luciferase （Gaussia GALRE-luc.） reporter vector を作製

した。また、コンセンサスな ER応答配列（ERE）の 3つのタンデムリピートを、TATA

ボックスを含む DNA配列をアニーリングし、pGL4.24vector（Promega）のマルチクロー

ニングサイトに組み込んだ ERE駆動性の luciferase（ERE-luc.） reporter vector を作製し

た。DNA配列を以下に示す（下線は ERE配列を示す）[41]。 

5’- 

CGAGCTTAGGTCACTGTGACCTGAGCTTAGGTCACTGTGACCTGAGCTTAGGTCACT

GTGACCT -3’ 

5’- 

AGGTCACAGTGACCTAAGCTCAGGTCACAGTGACCTAAGCTCAGGTCACAGTGACC

TAAGCTCGAGCT-3’ 

 

1-2-5. Gaussia-luciferase reporter assay（Mammalian one-hybrid assay） 

HEK293 細胞を 5％ csFBSを含む DMEM/- で 24時間培養した。1 well あたり 12.5 µL

の DMEM/PR- に GAL4 /DBD-ERα/ LBD expression vector（0.025 µg）および GAL-RE 

Gaussia-luc. reporter vector（0.05 µg）、トランスフェクション試薬として PEI Max reagent

（Polysciences Inc.）を総 DNA量の 5倍量（0.375 µL）を加え、15分間インキュベート

した。その後、5％ csFBSを含むDMEM/-で調整したHEK293細胞懸濁液と混ぜ合わせ、

96 well プレートに播種した。翌日、細胞に溶媒（0.1% DMSO）、被験化合物（10 µM）

または 17-βestradiol（E2, 10 nM）を処置し、さらに 24 時間後、培養上清を採取した。 

Gaussia-luciferase 活性は、Pierce™ Gaussia Luciferase Flash Assay Kits （Thermo Fisher 

Scientific）を用いて測定した。測定を行う直前に Gaussia Flash Assay Buffer 1 mL に 100

×Coelenterazine を 10 μL加えて、assay 溶液を調製し、チューブを数回転倒混和してよ

く混合した。測定チューブに、15 μLの培養上清を採取し、assay 溶液を 5 μLを加えて

ピペッティングにより混和させ、迅速にGaussia luciferase活性を測定した。装置は Smart 

Light Lumino meter（Molecular Light Technology）を用いた。 
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1-2-6. ERE-luciferase reporter assay 

HEK293 細胞を 5％ csFBSを含む DMEM/- で 24時間培養した。1 well あたり 12.5 µL

の DMEM/PR- に ERE-luc. reporter vector（0.05 µg）、pGL4.74[hRluc/TK]（0.01 µg）、ト

ランスフェクション試薬として PEI Max reagent を総 DNA量の 5倍量（0.3 µL）を加え、

15 分間インキュベートした。その後、MCF-7細胞と混ぜ合わせ、96 wellプレートに播

種した。翌日、細胞に溶媒（0.1% DMSO）、被験化合物を処理し、24時間後に培地を除

去した後、1×PLB（25 µL）で細胞を溶解した。 

Luciferase活性は、Dual-Luciferase Reporter Assay System（Promega）を用いて測定した。

細胞溶解液は、MilliQ水で 5倍希釈した Passive Lysis Buffer（1×PLB）を用いた。Luciferase 

Assay Substrate 1 vial に Luciferase Assay Buffer Ⅱを加え、LAB溶液とし、Stop & Glo Buffer 

に Stop & Glo Substrate（SG）を 100分の 1の量を加え、SG+溶液とし培地を除去したプ

レートに 1×PLB（25 µL）を添加し、20 分間振とうし、細胞を溶解した。その細胞溶解

液 5 µLを測定チューブに移し、15 μLの LABを加えてピペッティングし、firefly luciferase 

活性を測定した。その後、15 μLの SG+を加え、10秒間ボルテックスミキサーで攪拌し、

renilla luciferase 活性を測定した。この renilla luciferase 活性を内部標準として補正を行

った。装置は Smart Light Lumino meter（Molecular Light Technology）を用いた。 

 

1-2-7. MTS assay  

MCF-7細胞を 5％ csFBSを含む DMEM/- で 24時間培養した。細胞を 1×104 cells/mL

の濃度で 96 well plateに播種し、翌日に調製した薬剤および溶媒（0.1% DMSO）を最終

濃度になるように処置した。72 時間後、1 well あたり 20 μL の CellTiter 96® AQueous 

One Solution Reagent（テトラゾリウム化合物）に等量の 5％ csFBS含有 DMEM/- を加

えて調製した試液を、薬剤処置した細胞に 1 well あたり 40 μL ずつ添加し、37℃、5% 

CO2下で 10分間インキュベートした後、波長 490 nmでそれぞれ測定した。 

 

1-2-8. RNA抽出 

培養プレートの培地を除去し、ISOGEN II（NIPPON GENE）を添加（24 well plate：125 

µL）した後、5分間振とうした。溶液を 1.5 mLチューブに回収し、MilliQ水を添加（24 

well plate：50 µL）し、混和した後、5分間静置した。15000 rpmで 15分間遠心し、上清

を回収（24 well plate：125 µL）した後、そこに等量の 70% エタノールを添加し、転倒

混和した。15000 rpmで 10分間遠心し、RNAを沈殿させた。上清を除去し、500 µLの
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70% エタノールを添加し、15000 rpm で 5分間遠心した後、上清を除去した。この工程

を 3 回繰り返した後、70% エタノールを完全に除去し、RNA を風乾させた。RNA を

Nuclease free water（NFW）15 µLで溶解し、RNA溶液とした。以上で得られた RNA溶

液の濃度を 260 nm の吸光度により定量し、NFW を用いて 2 µg/10 µLになるように調整

した。 

 

1-2-9. 逆転写（RT）反応 

ReverTra-Ace qPCR-RT Mix（TOYOBO）を使用する本数×0.5 µLと等量の NFW を混合

し、1.5 mLチューブに 1 µLずつ分注した後、2 µLの調整した RNA溶液をそれぞれ加

え、混合した。37℃で 30 分間インキュベートした後、98℃で 5 分間インキュベート後

氷冷し、TE（pH 8.0）バッファー（NIPPON GENE）22.5 µLを添加し、cDNAサンプル

とした。 

 

1-2-10. リアルタイム PCR 

1サンプルあたり KOD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）を 12.5 µL、50×ROX reference dye

を 0.05 µL、Forward および Reverse プライマーをそれぞれ 0.5 µL、MilliQ 水を 12.5 µL

を混和し、マスターミックスとした。検量線を得るために、サンプルを混和した検量線

サンプルを作製し、1倍、5倍、25倍、125 倍となるように TE（pH 8.0）バッファーで

希釈した。0.6 mLチューブにマスターミックスを 24 µLずつ分注した後、1 µLの cDNA

サンプルを加え混和した。この混和液を 10 µL ずつ、96 well PCR プレート（Sorenson 

BioScience, Inc）の上下 2 つの wellに分注し、7500 Fast System（Applied Biosystems）で

PCRを行った。反応条件は、最初に 95℃ 5 分間で初期変性を行った後、95℃ 10 秒 → 

55℃ 20秒 → 72℃ 30 秒で計 50サイクル行った。データは、Applied Biosystems 7500 Fast 

System SDSソフトウェアを用いて分析した。使用したプライマーを下記の表 2に示す。

内部標準として β-actinを用いて補正をおこなった。 

 

表 2. 

Gene Forward Reverse bp 

GREB1 CACATCTATCCTAGACATTTA CGCGGACTTTTTTTCTTAGGA 120 

β-actin TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC CTGCTTGCTGATCCACATCTG 88 
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1-2-11. SDS-PAGE/ ウエスタンブロット 

培養した細胞から培養液をアスピレーターで除去した後、SDSサンプルバッファーを

加えて細胞を溶解し、1.5 mLチューブに移した。ピペッティングにより DNAを切断し

た後、98℃で 5分間熱変性を行い、4℃で冷却した。Ionic Detergent Compatibility（Thermo 

Fisher Science）を加えた Pierce® 660 nm Protein assay Reagent（Thermo Fisher Science）150 

μLに、検量線用 BSA（1 μg/μL）を 0、1、2、5 μL、サンプルをそれぞれ 2 μLずつ加え

た。攪拌し室温で 5 分間静置した後、660 nm で吸光度を測定し、検量線を作製してサ

ンプル濃度を算出した。 

7.5％の分離ゲルおよび 4.5%の濃縮ゲルを作製（表 3）し、泳動バッファー（1×TGS）

を電気泳動装置（ATTO）に入れ、30 mAの電流で 10 分間のプレランニングを行った。

その後、サンプルをゲルにアプライし、SDS-PAGE によりタンパク質を分離した。転写

バッファーにゲルを浸して 10 分間振とうさせた。メタノールで親水処理した後、転写

バッファーで平衡化しておいた Immobilon-P メンブレン（MERCK Millipore）にゲルを

のせ、200 mAで 30分間ブロッティングした。メンブレンを Ez Block chemi（ATTO）に

浸し、30分間室温で振とうし、ブロッキングした。その後、PBS-Tで 1 次抗体を希釈し

た抗体希釈液で 1 時間以上もしくは 4℃で一晩 1 次抗体反応を行った（表 5）。その後、

PBS-Tで5分間の洗浄を2回行い、PBS-Tで 2次抗体（Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody, 

Cell Signaling Technologies）を 4000 倍希釈した抗体希釈液で 1時間以上もしくは 4℃で

一晩 2 次抗体反応を行った。メンブレンは PBS-T で 5 分間の洗浄を 2 回行った後、

Luminata Crescendo Western HRP Substrate（MERCK Millipore）を均一に滴下し、WSE-

6100H LuminoGraph Ⅰ（ATTO）を用いて撮影した後、画像解析ソフトウェア Image J

（National Institutes of Health）によってバンドの強度を解析した。以下に SDS PAGEに

用いたゲルおよび試薬の組成、使用した 1次抗体と免疫原、希釈倍率を示す。 

 

表 3. 

試薬 
7.5% 分離ゲル 

（mL） 

4.5% 濃縮ゲル 

（mL） 

MilliQ水 2.8 1.64 

40％ アクリルアミド/ビス混合液（nacalai tesque） 0.94 0.281 

EzGel Ace（ATTO） 1.25 0.3 

10％ ペルオキソ二硫酸アンモニウム（APS, Wako） 0.1 0.05 
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N,N,N’,N’-テトラメチルエチレンジアミン 

（TEMED, Wako） 
0.005 0.005 

 

表 4. 

試薬 組成 

SDSサンプルバッファー 

125 mM Tris-HCl pH6.8、 4％  Sodium dodecyl sulfate

（SDS）、20％ Glycerol、0.01% Bromophenol blue、10% 

Dithiothreitol 

10×Tris-Glycine-SDS（TGS） 250 mM Tris、1.92 M Glycine、1% SDS 

1×TGS（泳動バッファー） 10×TGSを蒸留水で 10倍希釈して調整 

10×Tris-Glycine-HCl（TGH） 250 mM Tris、1.92 M Glycine、HCl で pH8.4 に調整 

転写バッファー 10×TGH 50 mL、MeOH 75 mL、蒸留水で 500 mLに調整 

10×Phosphate Buffered 

Saline（PBS） 

1.37 M NaCl、26.8 mM KCl、84.4 mM Na2HPO4・12H2O、 

14.7 mM KH2PO4 

PBS-T 10×PBS を蒸留水で 10 倍希釈し、0.1％ Tween-20（MP 

Biomedicals）を加えて調整 

 

表 5. 

1次抗体 希釈倍率 メーカー 

AHR（D5S6H）Rabbit mAb 2,000 Cell Signaling Technology 

Anti-α-Tubulin HRP DirectT 10,000 
MEDICAL ＆  BIOLOGICAL 

LABORATORIES CO., LTD（MBL） 

 

1-2-12. ドッキングシュミレーション 

Supplementary data に記載 

 

1-2-13. 統計解析 

結果は平均値±標準偏差で示した。2標本間の有意差検定には Student’s t-test、多群間

の比較には Tukey-Kramer’s test の多重比較を用いて解析し、有意水準 p <0.01 を統計的

に有意とみなした。解析は KaleidaGraph Synergy Software で行った。 
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1-3. 結果 

1-3-1.  ERα部分アゴニスト作用の探索 

 

東邦大学薬学部生薬学教室より提供頂いた 298 種の化合物ライブラリー（表 1S）を

用いて、二段階のレポーターアッセイを実施し、ERα部分アゴニスト活性を示す化合物

をスクリーニングした。まず、Gaussia-luciferase reporter assay（Mammalian one-hybrid assay）

を用いて ERαに対するリガンド応答性を一次スクリーニングした（Fig. 6）。その結果、

同時に測定された溶媒コントロ－ルと比較して、1.5 倍以上のレポーター活性の上昇が

認められた化合物が 65種見つかった（Fig. 6 青および赤色カラム）。さらに、同時に測

定されたポジティブコントロール（E2）の活性を 100％とした場合に、20％以上の活性

を示したものが 32種該当した（Fig. 6 赤色カラム）。本研究では、これらの条件に該当

する化合物が多数含まれる 2-arylbenzofuran 構造を足場として有する化合物群（化合物

Tシリーズ）を、潜在的な ERαに対するリガンド応答性を示す化合物候補として選出し

た（Fig. 7）。 
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Fig. 6. ERαに対するリガンド活性の評価 

HEK293 細胞にGAL4/DBD-ERα/LBD expression vectorおよびGAL-RE Gaussia-

luc. reporter vectorをトランスフェクションした翌日、被験物質（10 μM）および E2（10 nM）

を処置した。24 時間後に培養上清を回収し、Gaussia-luciferase 活性を測定した。結果

は、異なる 2 wellの平均活性値を示している（n=2）。同じプレート内で測定された溶媒コ

ントロ－ルと比較して、1.5 倍以上のレポーター活性の上昇が認められた化合物を色つ

き（青または赤）で示し、同時に測定されたポジティブコントロール（E2）の活性を 100％と

した場合に、20％以上の活性を示したものを赤色で示している。 
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Fig. 7. 2-arylbenzofuran含有化合物群（化合物 Tシリーズ）の化学構造式 

 

化合物 T シリーズ（T1〜T22）は、一連の 2-arylbenzofuran 含有天然物とその誘導体

で あ り 、 Tang Y ら に よ っ て 以 前 に 報 告 さ れ た cascade [3,3]-sigmatropic 

rearrangement/aromatization strategy を利用して化学的に合成された化合物である（Fig. 7）

[42]。一次スクリーニング（GAL-RE Gaussia-luciferase reporter assay）では、試験濃度を

10 μM に設定した。T1、T5 および T6処置において、ERαのフルアゴニストである 17β-

estradiol（E2）に匹敵する強力な ERαアゴニスト活性を示したが、細胞毒性作用は観察

されなかった。しかし本研究では、SERM 候補化合物として完全なアンタゴニストまた

はアゴニストではなく、ERαの部分アゴニストを探索していることより、以降のスクリ

ーニングから上記 3種の化合物は除外した。 

次いで、E2と比較をして 20-80%の部分的リガンド活性を示した化合物 T2、T7、T9、

T10、T12、T13、T15、T17 および T19を選出し、ERE-luciferase reporter assay による ERα

アゴニスト活性化作用について二次スクリーニングを行った（Fig. 8）。その結果、5つ
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の化合物（T2、T7、T9、T10 および T12）は、E2と比較して部分的な ERαアゴニスト

作用を示すことが明らかとなった。 

 

Fig. 8. 化合物 T1-T22 による ERαの転写活性化作用に対する影響 

HEK293 細胞に、ERα expression vector、ERE-luc. reporter vector および

pGL4.74 をトランスフェクションし、その翌日、溶媒（0.1% DMSO）、化合物 T（10 

μM）または E2（10 nM）を処置し、24時間後に細胞を溶解して luciferase活性を測

定した。結果は、Renilla の値によって補正した後、溶媒コントロールに対する誘導

倍率を示した（mean ± S.D.、n=3）。 

 

1-3-2  ERα陽性乳がんのエストロゲン依存的細胞増殖抑制作用のスクリーニング 

 

1-3-1 において、E2 と比較をして 20-80%の部分的リガンド活性を示した化合物 T2、

T7、T9、T10、T12、T13、T15、T17 および T19（Fig. 8）による ERα 陽性乳がんの細

胞増殖に対する影響をMTS assayにより評価した（Fig. 9）。その結果、E2と同じように

細胞増殖促進作用を示す化合物が多く認められた。一方で、T9 に関しては細胞増殖に

対する影響は認められなかった。 

次に、これらの化合物群を E2と共処置することによって、E2依存的な細胞増殖に対

する化合物群の影響を評価することにした。その結果、ほとんどの化合物が E2 依存的

な細胞増殖を促進または維持したのに対し、T9 はエストロゲン依存的な細胞増殖を抑

制することが明らかとなった。これらの結果より、T9（10-dehydrooxyglycyuralin E）を

新たなタイプの ERαリガンドの候補化合物として選出した。 
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Fig. 9. 化合物 T によるエストロゲン依存的細胞増殖へ影響 

MCF-7細胞を 5% csFBS含有 DMEM/- 培地を用いて播種した。その翌日、E2

（10 nM）の非存在下（A）または存在下（B）で化合物 T（10 μM）を処置した。72時間

培養後、細胞生存率をMTS assayで測定した（mean ± S.D.、n=4）。 

 

1-3-3  T9の化学合成 

 

 Supplementary data に記載 

 

1-3-4  ERα選択的なアゴニスト活性化作用 

 

T9 による ER のサブタイプ選択性を調べるために、HEK293 細胞に ERα または ERβ

を発現させて、ERE-luc. reporter assay を実施した。その結果、ERα および ERβ ともに

T9濃度依存的なレポーター活性の上昇が認められた。また、E2と共処置した結果、10 

μM の T9 処置下において E2 によって促進された ERα の転写活性に対する抑制作用が

認められた（Fig. 10A）。対照的に、同じ濃度の T9 処置による ERβ の転写活性に対する

抑制作用は認められなかった（Fig. 10B）。これらの結果より、T9 は ERαのサブタイプ

選択的なリガンドであることが示唆された。 
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Fig. 10. ERαおよび ERβを介した転写活性化作用に対する T9の影響 

HEK293 細胞に、ERα（A）または ERβ（B）  expression vector、ERE-luc. 

reporter vector および pGL4.74 をトランスフェクションした。その翌日、示した濃度

の T9または E2（10 nM）を処置し、24時間培養した後、luciferase活性を測定した

（mean±S.D.、n=3、** p <0.01、## p <0.01）。 

 

次に、MCF-7細胞における ERα標的遺伝子である growth regulation by estrogen in breast 

cancer 1（GREB1）[43,44] 誘導に対する T9の影響を検討した。その結果、T9 の前処置

によって、E2による GREB1 mRNA発現誘導の抑制が認められた（Fig. 11A）。したがっ

て、T9 は MCF-7 細胞において ERα のアンタゴニストとして作用することが示唆され

た。また、ERは E2による活性制御を受けた後、タンパク質分解されることが知られて

いることより、ERαタンパク質発現に対する T9の影響を検討した。その結果、E2処置

によって ERαのタンパク質発現の減弱が認められたが、T9 による ERαタンパク質の発

現レベルの変動は認められなかった（Fig. 11B）。 
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Fig. 11. ERαを媒介した遺伝子発現および ERα タンパク質レベルに対する T9の影響 

MCF-7細胞にT9 を30分間前処置した後、E2を処置して6時間後に細胞を回収

した。（A）GREB1のmRNA発現量をRT-qPCRを用いて測定した。結果は、内部標

準としたβ-actinで補正され、溶媒コントロールを1として表している (mean ±S.D.、

n=3、** p < 0.01)。（B）細胞を溶解してタンパク質を回収し、ウエスタンブロット法で

ERαおよびtubulinのタンパク質のバンドを検出した。 

 

1-3-4 ドッキングシミュレーション 

T9 と ERα の結合パターンを調べるために分子ドッキングシミュレーションを行っ

た。ドッキング研究では、ネイティブリガンド（[5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-1-

benzofuran-7-yl]acetonitrile）と複合体を形成した ERα の結晶構造を受容体モデルとして

用いて、T9 と受容体の間の予測される相互作用を計算した。T9の最適な結合親和性を

示すドッキングポーズを分析し、共結晶リガンドのポーズと比較した結果、ネイティブ

リガンドまたは T9と ERαの結合エネルギーはそれぞれ-7.13 kcal/mol、-8.88 kcal/mol だ

った。T9/ERα 結合における結合ポケットを調べた結果、共結晶構造でも観察された水

素結合相互作用に関与するアミノ酸残基が保存されている一方で、T9 の benzofuran に

おけるOH基がGlu353と相互作用し、水素結合ドナーとして機能することがわかった。

さらに、共通して Leu349、Leu346、Leu391、Leu428、Met343 など複数のアミノ酸残基

が疎水性相互作用に関与していた（Fig. 12）。さらに、結合親和性が最も低いドッキング

コンフォメーションの T9 で生成された表面は、アクセプターによく適合し、T9が ERα

と直接接触して生物活性を発揮することが示唆された（Fig. 12.、13）。 
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Fig. 12. 共結晶リガンド（A）または T9（B）と ERαの間の相互作用 

 

 

 

Fig. 13. ERαの活性型ポケットにおける T9の結合ドッキングポーズ 

タンパク質はリボン、T9分子は炭素原子を青の球棒モデルで表示している。 
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1-4. 考察 

 

本章では、ERαの新規リガンドの探索を行うために、東邦大学薬学部生薬学教室より

提供頂いた 298種の化合物ライブラリーを用いて、二段階の reporter assayを実施した。

まず、ERαに対するリガンド応答性を Gaussia-luciferase reporter assay（Mammalian one-

hybrid assay）を用いて、一次スクリーニングした結果、2-(3-methylbenzofuran-2-yl)phenol

構造を足場とした化合物 Tシリーズを見出すことに成功した（Fig. 7）。その中には、ERα

のフルアゴニストであるE2に匹敵する強力なERαアゴニスト活性を示した化合物（T1、

T5、T6）も含まれていた。しかしながら、本章の目的である「ERαの有益な作用を発揮

する適度な活性（部分アゴニスト）を示す新たな ERαリガンド」の探索のため、E2と

比較をして 20-80%の部分的リガンド活性を示した化合物 T2、T7、T9、T10、T12、T13、

T15、T17 および T19 を目的の候補化合物として選出した。さらに、ERE-luc. reporter 

assay を用いて、選出した候補化合物の ERαを介した転写活性化作用について二次スク

リーニングを行った結果、5つの化合物 T2、T7、T9、T10 および T12において、E2と

比較して 15～60％のレポーター活性が認められた。以上の結果より、化合物 T2、T7、

T9、T10、および T12を ERαの部分アゴニスト候補化合物として選出した（Fig. 8）。 

ERα陽性乳がんの治療効果として、エストロゲン依存的な細胞増殖に対する化合物 T

シリーズによる影響をMTS assayにより評価した（Fig. 9）。E2と比較して 20-80%の部

分的リガンド活性を示した化合物 T2、T7、T9、T10、T12、T13、T15、T17 および T19

（Fig. 8）を用いて、まず ERα陽性乳がん細胞に対する増殖促進作用について評価した

結果、多数の化合物において E2と同様にがん細胞増殖促進作用を示したが、T9 処置に

よる細胞増殖に対する影響は認められなかった。さらに、これら化合物群を E2 と共処

置した結果、ほとんどの化合物が E2依存的な細胞増殖を促進または維持したのに対し、

T9 は E2 依存的な細胞増殖を抑制することが明らかとなった。以上の結果より、T9 は

ERαの部分アゴニスト活性を示す一方で、エストロゲン依存的な乳がん細胞増殖抑制作

用（アンタゴニスト作用）示す化合物であることが示唆された。 

ER には、ERα と ERβ の異なるサブタイプが存在し、ともに E2 と結合して活性制御

を受けるとされている。しかしながら、それらの機能や発現に相違が認められており、

本研究で着目している ER 陽性乳がんにおいても ERα の発現が優位であることが報告

されている [45]。したがって、T9による ERのサブタイプ選択性を調べることとした。

HEK293 細胞に ERα または ERβ を発現させて、それぞれの転写活性化作用を比較した
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結果、ERαおよび ERβともに T9 濃度依存的なレポーター活性の上昇が認められ、どち

らのサブタイプにおいても、E2 処置により上昇したレポーター活性の 50％に満たない

ことが明らかとなった。さらに、E2と共処置した結果、10 μM の T9処置下において E2

によって促進された ERα の転写活性に対する抑制作用が認められたが、その一方で、

同じ濃度の T9 処置下においては、ERβ の転写活性に対する抑制作用は認められなかっ

た（Fig. 10）。これらの結果より、T9 は ERαのサブタイプ選択的な部分アゴニストであ

る可能性が示された。また、T9 と ERαの結合様式をシミュレーションした結果、T9 は

ERαと直接結合し生物活性を発揮する可能性を示すことができた（Fig. 12、13）。 

本研究では、エストロゲンによる乳がん増殖関連遺伝子である GREB1 に対する T9

の影響を検討した。その結果、T9 処置による GREB1 の誘導は認められなかったが、T9

は、E2による GREB1 の誘導を阻害することが明らかとなった（Fig. 11）。また、T9処

置の有無で ERα タンパク質発現量への影響は認められなかった。これらの結果は、T9

がMCF-7細胞のエストロゲン依存的な細胞増殖に対して ERαのアンタゴニストとして

作用する可能性を支持するものであると考えられる。 

本章では、ERα の新規リガンドとして、2-(3-methylbenzofuran-2-yl)phenol 構造を足場

とした化合物 Tシリーズを見出した。さらに、核内受容体の分子機構を基盤としたスク

リーニング法の構築により、乳がん組織において ERα の部分アゴニスト活性を保持し

つつ、エストロゲン依存的細胞増殖に対してアンタゴニスト作用（細胞増殖抑制作用）

を示すリガンドのシード化合物 T9（10-dehydrooxyglycyuralin E）を同定することができ

た。これらの結果より、同一組織内においても、ERαの機能を選択的に発現可能なリガ

ンドの探索が可能であることが示唆された。本研究では、各化合物による一般的な ERα

を介した転写活性化作用を評価するために、コンセンサスな ERE を導入した reporter 

vector を用いたが、その際に ERαの部分アゴニスト活性を示した化合物 T9は、エスト

ロゲン依存的な細胞増殖およびその関連遺伝子の発現に対しては、アンタゴニスト作用

を示した。これらの結果より、同一組織（同一細胞）内において、ERαの様々な標的遺

伝子依存的なプロモーターや応答配列の環境によって、ERαがアゴニストまたはアンタ

ゴニストとして選択的に機能する可能性が考えられた。これまでの SERM の組織選択

性を示す基本的な分子メカニズムとしては、組織ごとの転写共役因子の発現や組成に起

因するものであると考えられてきた [20]。しかしながら、本研究の結果より、同じ組成

の転写共役因子が存在する細胞内において、各標的遺伝子の転写制御における転写複合

体の形成が ERα に結合するリガンドに依存して選択的に変動している可能性が考えら
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れた。 

本章の結果より推察される新たなタイプの ERα リガンドは、ERα の選択的機能発現

の分子メカニズムの解明のツールとして有用であると考えられる。今後、この分子メカ

ニズムの解明および ERα の有益な機能が実際に認めれるかを証明することによって、

より優れた乳がん治療薬の開発につながることが期待される。 
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第２章 

 

芳香族炭化水素受容体（AHR）アゴニストによる 

乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成抑制作用 
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2-1. 序論 

 

AHRノックアウトマウスなどを用いた研究により、ダイオキシン類の曝露による胸

腺萎縮による免疫系異常、口蓋裂などの催奇形性、発がん、肝毒性などといった様々

な毒性作用に AHRが関与していることが明らかにされている [11,46–48]。その一方で

近年、発生や免疫応答、がん抑制など正常な生物学的機能に関する報告が相次いでい

る（Fig. 14）。AHRは環境化学物質などの外来性リガンドだけでなく、食物由来のト

リプトファン代謝物の kynurenine（KYN）[49] や 6-formylindolo[3,2-b]carbazole

（FICZ）[50]、インドール含有化合物の indirubin や indigo [51]、bilirubin [52]など様々

な化合物が AHRの内因性リガンドの候補として報告されている [11,53]。齧歯類にお

いて、アブラナ科野菜に高濃度で含まれるグルコブラシシンの代謝産物である indole-

3-carbinol（I3C）の腹腔内投与により、AHRシグナル伝達の活性化を介して、腸内の

抗炎症性サイトカイン（interleukin（IL）-22）が誘導され、デキストラン硫酸ナトリウ

ム誘発性大腸炎の軽減作用を示すことが報告されている [54]。また、indigo の経口投

与により、同じく抗炎症性サイトカインである IL-10や IL-22を誘導することによって

潰瘍性大腸炎を改善することが報告されており、AHRの有益な機能の臨床応用が期待

されている [55]。 

Fig. 14. AHRによる多様な機能 

 

手術不能ながんの多くは化学療法、放射線療法などで治療されるが、完全に腫瘍細胞

を排除することは極めて難しく、多くの場合で治療抵抗性細胞が残存し、再発・転移し

てしまうことが大きな問題とされている。それらの原因として近年提唱されているのが、

がん幹細胞仮説である[56,57]（Fig. 15）。腫瘍組織中においても正常組織と同様な幹細胞

が存在し、それら一部の細胞集団は治療抵抗性を示すだけでなく、自己複製することに

よってまた元の腫瘍組織と同様の腫瘍を形成する能力を持つ [56,58,59]。腫瘍中のがん
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細胞を実験動物に移植しても腫瘍形成が起こらないが、先述した一部の細胞集団（がん

幹細胞）を移植すると腫瘍の形成が認められることが明らかにされている[58]。このよ

うながん幹細胞は乳がんにおいてもその存在が報告されており、幹細胞の特性を示す細

胞表面マーカーCD44 + / CD24low / lin- の発現を特徴とする細胞集団がヒト乳がんに含

まれていることを示している [60,61]。したがって、がん幹細胞を標的とした治療法を

確立は、再発や転移のリスクの少ないがん根治療法へとつながることが期待される。 

Fig. 15. がん幹細胞仮説 

 

Fig. 16. Mammosphere formation assay 
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stemness な性質の評価に用いられる一般的な手法を利用した非接着性の無血清条件

下における正常な乳腺幹細胞の in vitro 濃縮は、神経幹細胞培養方法をもとに最初に報

告された [62,63]。低吸着プレ－ト上で細胞密度を下げて単細胞の状態で培養すると、

ほとんどの細胞は細胞同士やディッシュとの接触不全により誘発されるアポトーシス

（アノイキス）を受けるが、まれな細胞は分裂して自己増殖することにより、産生され

た細胞もアノイキスを回避することが可能となりスフェロイド構造（mammosphere）を

形成する（Fig. 16）。さらに、原発性乳房腫瘍、転移、樹立された細胞株 [64–66]の細胞

においてもスフェロイド形成が報告され、腫瘍の増加によってがん幹細胞表現型の細胞

が mammosphere に富むことが示された。 

当教室ではこの培養法を利用し、AHR のアゴニストである合成フラボノイド β-

naphthoflavone（βNF）処置により活性化した AHR が、乳がん幹細胞による腫瘍様塊形

成を抑制することを明らかにしており[67]、AHRが乳がんの根治療法として有用な治療

標的となる可能性を提示している（Fig. 17）。 

Fig. 17. βNF処理による乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成抑制作用（先行研究） 

しかしながら、AHR を治療標的として活性化させた場合、先述した毒性学的機能の

発現が問題となる。その解決策として、本研究で基盤としているような核内受容体に対

する「選択的機能調節薬の概念」を構造が異なる AHR に置き換えて応用できるのでは

ないかと考えた。そこで本章では、この AHR による乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成

抑制作用の治療応用化を目指す一環として、既知 AHR アゴニストを用いて本作用を選

択的に発現するリガンドの存在を証明することを目的とした。9 種の既知 AHR アゴニ

スト（Fig. 18）を用いて腫瘍様塊形成抑制作用に対する影響を評価し、典型的な AHR機

能の１つの指標として転写活性化作用を同様に評価し、2つの作用について比較をした。 
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Fig. 18. 本章で用いた AHRアゴニストの化学構造式 
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2-2. 方法 

2-2-1. 使用化合物 

表 6. 

化合物名 略名 メーカー Ref 

β-Naphthoflavone βNF Sigma-Aldrich [68,69] 

3-Methylcholanthrene 3MC Sigma-Aldrich [70] 

Benzo[a]pyrene BaP Tokyo Chemical Industry [71] 

7,12-Dimethylbenz[a]anthracene DMBA Sigma-Aldrich [72] 

6-Formylindolo[3,2-b]carbazole FICZ Enzo Life Sciences [50,73,74] 

Indirubin - Biomol GmbH [51,75] 

Kynurenine KYN Tokyo Chemical Industry [49,76,77] 

Indole-3-carbinol I3C Tokyo Chemical Industry [78,79] 

Indole-3-acetic acid IAA Tokyo Chemical Industry [80,81] 

Dimethyl Sulfoxide DMSO Wako  

 

2-2-2. AHR-knockout（AHR-KO）細胞の樹立 

東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センター・細胞バンクから入手したヒト乳がん

由来細胞株MCF-7における AHR遺伝子のノックアウトは、CRISPR/Cas9 法を用いて行

った。 

《プラスミドの作製》 

Single guide RNA（sgRNA）の配列は、CHOPCHOP（https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/）

[82]を使用して、ヒト AHR の 2 番目のエクソンを標的として設計された（5’-

ccggGTAAAGCCAATCCCAGCTGA-3’ / 5’-aaacTCAGCTGGGATTGGCTTTAC-3’）。それぞ

れの sgRNA をコードする DNA鎖 1 μL（100 μM）にアニーリングバッファー 8 μLを

加え、その溶液を 95℃で 2 分間インキュベートした後、徐々に室温まで下げることで

アニーリングを行った。アニーリングした DNAは、アニーリングバッファーで 100 倍

希釈した。1.5 ｍL チューブに希釈済みのアニーリングした DNA（0.25 μL）、pGuide-it-

ZsGreen Vector ベクター（Clontech Laboratories）（0.5 μL）、PCRグレード水（0.5 μL）、

DNA Ligation Mighty Mix（1.25 μL）を加えて合計 2.5 μLとした。16℃で 30分間ライゲ

ーションした後、100 μLの ECOSTM X Competent E. coli DH5α（NIPPON GENE）を加え



38 

 

 

て氷上で 30 分間反応させた。42℃で 45 秒間ヒートショックを行い、氷上で 10 分間イ

ンキュベートした後、アンピシリン含有 LB Broth Base（LB, Invitrogen）寒天培地プレー

トに塗り広げ、37℃のインキュベーター内で一晩培養した。翌日、アンピシリン含有 LB

培地 3 mLが入った遠心管にプレートに生じたコロニーをピックアップしたチップを入

れ、37℃で一晩振とう液体培養した。翌日、FastGene Plasmid Mini Kit（NIPPON Genetics）

を用いて、プロトコール通りにプラスミド（pGuide it AHR-KO#2）を抽出した。 

《MCF-7 AHR-KO細胞の樹立》 

L-グルタミン、フェノールレッド（PR）不含有 DMEM High Glucose（DMEM/PR-, Wako）

500 μL に 5 ngの pGuide it AHR-KO#2、トランスフェクション試薬として PEI Max reagent

（Polysciences）を 30 μLを加えて、攪拌した後、室温で 15分間インキュベートしたも

のをトランスフェクションミックスとした。その後、60 mm dishにMCF-7細胞を播種

すると同時に、トランスフェクションミックスを加えて 2日間培養した。pGuide it AHR-

KO#2 プラスミドは、蛍光タンパク質である ZsGreenを発現するため、蛍光顕微鏡（Axio 

Observer Z1, Zeiss）で蛍光タンパク質が発現していることを確認した後、セルローター

（JSAN JR Swift, Bay Bioscience）を用いて、蛍光タンパク質が発現している細胞を分離

し、シングルセルクローニングを行った。得られた各クローンのタンパク質を回収し、

ウエスタンブロット（2-2-5.）で AHR が発現していないことが確認されたクローンを

MCF-7 AHR-KO細胞として樹立した。 

 

2-2-3. 細胞培養 

ヒト乳がん由来細胞株 MCF-7 は、東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センター・

細胞バンクより購入した。MCF-7は、5％のウシ胎児血清（FBS, Gibco）、100U/mL penicillin 

および 100 μg/mL streptomycin（Pen Strep, Gibco）含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

High Glucose（DMEM, Wako）を用いて、37℃、5％CO2条件下で培養した。 

 

2-2-4. プラスミド構築 

XRE配列を含む reporter vector（XRE-luc）は、pGL3promoter vector（Promega）のマル

チクローニングサイトに以下の DNA配列をアニーリングし、組み込んだプラスミドで

ある（下線は XRE配列を示す） [83]。 

5’-GATCTTGCGTGACAAGCCTTGCGTGACAAGCTTGCGTGACAAGCTTGCGTGAC-3’ 

5’-GATCGTCACGCAAGCTTGTCACGCAAGCTTGTCACGCAAGGCTTGTCACGCAA-3’  
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2-2-5. SDS-PAGE/ ウエスタンブロット 

培養した細胞から培養液をアスピレーターで除去した後、SDSサンプルバッファーを

加えて細胞を溶解し、1.5 mLチューブに移した。ピペッティングにより DNAを切断し

た後、98℃で 5分間熱変性を行い、4℃で冷却した。Ionic Detergent Compatibility（Thermo 

Fisher Science）を加えた Pierce® 660 nm Protein assay Reagent（Thermo Fisher Science）150 

μLに、検量線用 BSA（1 μg/μL）を 0、1、2、5 μL、サンプルをそれぞれ 2 μLずつ加え

た。攪拌し室温で 5 分間静置した後、660 nm で吸光度を測定し、検量線を作製してサ

ンプル濃度を算出した。 

7.5％の分離ゲルおよび 4.5%の濃縮ゲルを作製（表 7）し、泳動バッファー（1×TGS）

を電気泳動装置（ATTO）に入れ、30 mAの電流で 10 分間のプレランニングを行った。

その後、サンプルをゲルにアプライし、SDS-PAGE によりタンパク質を分離した。転写

バッファーにゲルを浸して 10 分間振とうさせた。メタノールで親水処理した後、転写

バッファーで平衡化しておいた Immobilon-P メンブレン（MERCK Millipore）にゲルを

のせ、200 mAで 30分間ブロッティングした。メンブレンを Ez Block chemi（ATTO）に

浸し、30分間室温で振とうし、ブロッキングした。その後、PBS-Tで 1 次抗体を希釈し

た抗体希釈液で 1 時間以上もしくは 4℃で一晩 1 次抗体反応を行った。その後、PBS-T

で 5 分間の洗浄を 2 回行い、PBS-T で 2 次抗体（Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody, 

Cell Signaling Technologies）を 4000 倍希釈した抗体希釈液で 1時間以上もしくは 4℃で

一晩 2 次抗体反応を行った。メンブレンは PBS-T で 5 分間の洗浄を 2 回行った後、

Luminata Crescendo Western HRP Substrate（MERCK Millipore）を均一に滴下し、WSE-

6100H LuminoGraph Ⅰ（ATTO）を用いて撮影した後、画像解析ソフトウェア Image J

（National Institutes of Health）によってバンドの強度を解析した。以下に SDS PAGEに

用いたゲルおよび試薬の組成、使用した 1次抗体と免疫原、希釈倍率を示す。 

 

表 7. 

試薬 
7.5% 分離ゲル 

（mL） 

4.5% 濃縮ゲル 

（mL） 

MilliQ水 2.8 1.64 

40％アクリルアミド/ビス混合液（nacalai tesque） 0.94 0.281 

EzGel Ace（ATTO） 1.25 0.3 

10％ペルオキソ二硫酸アンモニウム（APS, Wako） 0.1 0.05 
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N,N,N’,N’-テトラメチルエチレンジアミン 

（TEMED, Wako） 
0.005 0.005 

 

表 8. 

試薬 組成 

SDSサンプルバッファー 

125 mM Tris-HCl pH6.8、 4％  Sodium dodecyl sulfate

（SDS）、20％ Glycerol、0.01% Bromophenol blue、10% 

Dithiothreitol 

10×Tris-Glycine-SDS（TGS） 250 mM Tris、1.92 M Glycine、1% SDS 

1×TGS（泳動バッファー） 10×TGSを蒸留水で 10倍希釈して調整 

10×Tris-Glycine-HCl（TGH） 250 mM Tris、1.92 M Glycine、HCl で pH8.4 に調整 

転写バッファー 10×TGH 50 mL、MeOH 75 mL、蒸留水で 500 mLに調整 

10×Phosphate Buffered 

Saline（PBS） 

1.37 M NaCl、26.8 mM KCl、84.4 mM Na2HPO4・12H2O、 

14.7 mM KH2PO4 

PBS-T 10×PBS を蒸留水で 10 倍希釈し、0.1％ Tween-20（MP 

Biomedicals）を加えて調整 

 

表 9. 

1次抗体 希釈倍率 メーカー 

AHR（D5S6H）Rabbit mAb 2,000 Cell Signaling Technology 

Anti-α-Tubulin HRP DirectT 10,000 
MEDICAL ＆  BIOLOGICAL 

LABORATORIES CO., LTD（MBL） 

 

2-2-6. Mammosphere formation assay 

≪MammoCult Mediumの調製法≫ 

MammoCult Basal Medium（Human）にMammoCult Proliferation Supplement（Human）

（StemCell Technologies）を 9 : 1 の割合で添加した。さらに、hydrocortisone（0.48 μg/mL）

と heparin（4 μg/mL/0.0004%）を添加したものをMammoCult Medium とした。 
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≪Mammosphere formation assay および薬剤処置≫ 

 各薬剤を DMSO溶媒で溶解し、表 10に示した濃度（調製濃度）に調製した。1.5 mL

チューブに調製した薬剤および溶媒（DMSO）を 0.5 μLずつ入れ、それぞれにMammoCult 

Medium 250 μLを加えて希釈（2×最終濃度）し、96 well Ultra-Low Adherent Plates（Cornig）

に 50 μL/wellずつ 4 wellに分注した。 

 

 表 10. 

薬剤 調製濃度（in DMSO） 最終濃度（0.1% DMSO） 

βNF 0.1/ 1/10 mM 0.1/ 1/10 μM 

3MC 0.01/0.1/1 mM 0.01/0.1/1 μM 

BaP 0.01/0.1/1 mM 0.01/0.1/1 μM 

DMBA 0.1/ 1/10 mM 0.1/ 1/10 μM 

FICZ 0.001/0.01/0.1 mM 0.001/0.01/0.1 μM 

Indirubin 0.001/0.01/0.1 mM 0.001/0.01/0.1 μM 

I3C 1/10/100 mM 1/10/100 μM 

IAA 1/10/100 mM 1/10/100 μM 

KYN 1/10/100 mM 1/10/100 μM 

 

 60 mm dish に 80～90％コンフルエントの細胞を用意し、細胞から培養液をアスピレ

ーターで除去した後、0.25 w/v% トリプシン（Wako）0.75 mLを加えて 37℃で 5分間イ

ンキュベートして細胞をはがした。DMEM を 2 mL 加えて 15 mL 遠心管に細胞液を移

し、500×g で 2分間遠心した。アスピレーターで上清を除去後、MammoCult Medium１ 

mLを加えてピペッティングにより single cell にし、さらにMammoCult Medium 3 mL を

加えて懸濁した。細胞数をカウントして 2×104 cells/mLの細胞懸濁液を 2500 μL調製し

た。薬剤を分注済みの 96 well Ultra-Low Adherent Plates に、先端をカットして面積を広

げたチップを用いて調製した細胞懸濁液を 1 well あたり 50 μL ずつ分注し、細胞播種

および薬剤処置を行い、37℃、5% CO2下で 5 日間培養した。 
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2-2-7. MTS assay  

CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent（Promega） 

細胞を 1×104 cells/mL の濃度で 96 well plate に播種し、翌日に調製した薬剤および溶

媒（0.1% DMSO）を最終濃度になるように処置した。72時間後、1 well あたり 20 μLの

CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent（テトラゾリウム化合物）に等量のチャコー

ル培地を加えて調製した試液を、薬剤処置した細胞に 1 well あたり 40 μL ずつ添加し、

37℃、5% CO2下で 1 時間インキュベート後、波長 490 nm でそれぞれ測定した。 

 

1-2-8. XRE-luciferase reporter assay 

1 well あたり 12.5 µL の DMEM/PR- に  XRE luc プラスミド（ 0.05 µg）、

pGL4.74[hRluc/TK]（0.01 µg）、トランスフェクション試薬として PEI Max reagent を総

DNA量の 5倍量（0.3 µL）を加え、15分間インキュベートした。その後、MCF-7細胞

と混ぜ合わせ、96 wellプレートに播種した。翌日、細胞に溶媒（0.1% DMSO）および

各薬剤（最終濃度）を処置し、6時間または 24時間後に培地を除去した後、1×PLB（25 

µL）で細胞を溶解した。 

ルシフェラーゼ活性は、Dual-Luciferase Reporter Assay System（Promega）を用いて測

定した。細胞溶解液は、MilliQ 水で 5 倍希釈した Passive Lysis Buffer（1×PLB）を用い

た。Luciferase Assay Substrate 1 vial に Luciferase Assay Buffer Ⅱを加え LAB溶液とし、

Stop & Glo Buffer に Stop & Glo Substrate（SG）を 100分の 1の量を加え、SG+溶液とし

た。 

培地を除去したプレートに 1×PLB（25 µL）を添加し、20分間振とうし、細胞を溶解し

た。その細胞溶解液 5 µLを測定チューブに移し、15 μLの LABを加えてピペッティン

グし、ホタルルシフェラーゼ活性を測定した。その後、15 μLの SG+を加え、10秒間ボ

ルテックスミキサーで攪拌し、ウミシイタケルシフェラーゼ活性を測定した。このウミ

シイタケルシフェラーゼ活性を内部標準として補正を行った。装置は Smart Light 

Lumino meter（Molecular Light Technology）を用いた。 

 

2-2-8. RNA抽出 

培養プレートの培地を除去し、ISOGEN II（NIPPON GENE）を添加（24 well plate：125 

µL）した後、5分間振とうした。溶液を 1.5 mLチューブに回収し、MilliQ水を添加（24 

well plate：50 µL）し、混和した後、5分間静置した。15000 rpmで 15分間遠心し、上清
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を回収（24 well plate：125 µL）した後、そこに等量の 70% エタノールを添加し、転倒

混和した。15000 rpm で 10 分間遠心し RNAを沈殿させた。上清を除去し 500 µLの 70% 

エタノールを添加し、15000 rpm で 5 分間遠心した後、上清を除去した。この工程を 3

回繰り返した後、70%エタノールを完全に除去し RNAを風乾させた。RNAを Nuclease 

free water（NFW）15 µLで溶解し RNA溶液とした。以上で得られた RNA溶液の濃度を

260 nm の吸光度により定量し、NFW を用いて 2 µg/10 µLになるように調整した。 

 

2-2-9. 逆転写（RT）反応 

ReverTra-Ace qPCR-RT Mix（TOYOBO）を使用する本数×0.5 µLと等量の NFW を混合

し、1.5 mLチューブに 1 µLずつ分注した後、2 µLの調整した RNA溶液をそれぞれ加

え混合した。37℃で 30 分間インキュベートした後、98℃で 5 分間インキュベート後氷

冷し、TE（pH 8.0）バッファー（NIPPON GENE）22.5 µLを添加し、cDNAサンプルと

した。 

 

2-2-10. リアルタイム PCR 

1サンプルあたり KOD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）を 12.5 µL、50×ROX reference dye

を 0.05 µL、Forward および Reverse プライマーをそれぞれ 0.5 µL、MilliQ 水を 12.5 µL

を混和し、マスターミックスとした。検量線を得るために、サンプルを混和した検量線

サンプルを作製し、1倍、5倍、25倍、125 倍となるように TE（pH 8.0）バッファーで

希釈した。0.6 mLチューブにマスターミックスを 24 µLずつ分注した後、1 µLの cDNA

サンプルを加え混和した。この混和液を 10 µL ずつ、96 well PCR プレート（Sorenson 

BioScience, Inc）の上下 2 つの wellに分注し、7500 Fast System（Applied Biosystems）で

PCRを行った。反応条件は、最初に 95℃ 5 分間で初期変性を行った後、95℃ 10 秒 → 

55℃ 20秒 → 72℃ 30 秒で計 50サイクル行った。データは、Applied Biosystems 7500 Fast 

System SDSソフトウェアを用いて分析した。使用したプライマーを下記の表 11に示す。

内部標準として β-actinを用いて補正をおこなった。 

表 11. 

Gene Forward Reverse bp 

CYP1B1 GCTGCAGTGGCTGCTCCT CCCACGACCTGATCCAATTCT 81 

β-actin TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC CTGCTTGCTGATCCACATCTG 88 
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2-3. 結果 

2-3-1. AHRアゴニストによる細胞毒性の評価 

 

用いた AHRアゴニストによる細胞毒性がないかを確認するために、MCF-7細胞を接

着細胞培養し、各アゴニストを 48 時間処置した際の細胞生存率を MTS assay により測

定した。その結果、各アゴニストおよび今回用いた濃度 48 時間処置下において、細胞

毒性は認められなかった（Fig. 19）。 

 

Fig. 19. AHRアゴニスト処置による細胞毒性 

MCF-7細胞を接着培養条件下において播種し、その翌日、示した濃度のAHRア

ゴニストまたは溶媒（0.1％ DMSO）を処置した。48時間培養した後、細胞生存率を

MTS assayによって測定した（mean + S.D.、n = 3）。 

 

2-3-2. AHRアゴニストによる腫瘍様塊形成への影響 

 

2-3-1. で用いた AHR アゴニストによる腫瘍様塊形成への影響を MCF-7 細胞および

その AHR-KO細胞を用いて評価した（Fig. 20）。当教室で以前に抑制作用を報告してい

る βNF を 3 点の濃度で培養した結果、βNF 濃度依存的に腫瘍様塊の形成抑制作用が認

められたが、AHR-KO細胞ではその抑制作用が認められなかった。したがって、この腫

瘍様塊形成抑制作用は AHR依存的であることが確認された（Fig. 20A）。 

残りの AHRアゴニスト 8種についても同様の実験を行った結果、βNF 処置と比較し

て、3MC、BaP および DMBA 処置において顕著な腫瘍様塊の形成抑制作用が認められ

た。また、FICZ、indirubin、KYNにおいては、 βNF処置と比較すると腫瘍様塊形成抑

制作用が弱く現れることが明らかとなった。これらの AHR アゴニストによる腫瘍様塊
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形成抑制作用は AHR-KO細胞では認められず、AHR依存的な作用であることが確認さ

れた。その一方で I3Cと IAAは、今回用いた最大濃度 100 μMで 処置した場合、WTだ

けでなく、KOにおいても強い腫瘍様塊の形成抑制作用が認められた。 
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Fig. 20. AHRアゴニスト処置による腫瘍様塊形成抑制作用 

野生型（wild-type；WT）および AHR-KO（KO）MCF-7 細胞を足場非依存性条件

において、示した濃度の AHR アゴニストまたは溶媒（0.1% DMSO）存在下で播種

し、5日間培養した。（A）形成された腫瘍様塊を倍率 10倍の光学顕微鏡で観察した

（scale bar: 100μm）。また、WT細胞（B）および AHR-KO細胞（C）における腫瘍様

塊形成数はカウントし、溶媒コントロールに対する形成率を示した（n=2）。 

 

2-3-3. AHRアゴニストによる AHRを介した転写活性化作用の比較 

 

各アゴニスト処置による AHRを介した転写活性化能を比較するために、AHR応答配

列 reporter assayを実施した（Fig. 21）。各アゴニストを 6時間処置した結果、DMBAを

除いて、各アゴニスト処置によるレポーター活性の上昇が認められた（Fig. 21A）。3MC、

BaP、I3C、IAA、KYN においては、濃度依存的な活性上昇が認められ、FICZ および

indirubin においては、低濃度処置下においても高いレポーター活性を示した。また、βNF

は luciferase酵素活性の阻害作用を示すことが報告されており[84]、本実験においても測

定不能であった（データは示していない）。 

また、各アゴニストを 24 時間処置した結果、DMBAを除き、各アゴニスト濃度依存

的にレポーター活性の上昇が認められた（Fig. 21B）。3MC、BaP および DMBA 処置に

おいては、レポーター活性の誘導は持続または増加していた。その一方で、FICZ、

indirubin、KYN、I3C、IAAにおいては、処置 24時間後にかけて、レポーター活性の顕

著な減弱が観察された。 
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Fig. 21. AHRアゴニスト処置による AHRを介した転写活性化作用 

 MCF-7細胞に XRE-luc reporter vectorおよび pGL4.74をトランスフェクションし、

一晩インキュベートした。トランスフェクション後 48 時間の細胞回収にあわせて、溶

媒（0.1％DMSO）または示した濃度の AHRアゴニストを 6時間（A）または 24時間

（B）処置した。結果は、Renilla の値によって補正した後、溶媒コントロールに対する

誘導倍率を示した（mean + S.D.、n = 3）。 
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2-4. 考察 

 

当教室では以前に、AHRアゴニストの一つである βNF処置によって、ヒト乳がん由

来細胞株MCF-7由来の腫瘍様塊形成が抑制されることを報告している[67,85]。本章は、

AHR を標的とした治療応用化を目指す一環として、βNF に加えて構造的に多様な既知

AHR アゴニストを用いることによって、本作用を選択的に発現するリガンドの存在を

検証した。 

初めに、本研究に用いた 9種の AHRアゴニストが、ヒト乳がん由来細胞株 MCF-7に

対して細胞毒性を示すかを検討した。各 AHR アゴニストの処置濃度に関しては、これ

までの報告に基づいて選択された薬剤濃度を用いて、当教室にて実施された XRE-

reporter assayの用量依存性を検討した結果を参考にして設定した。その結果、各アゴニ

スト処置による細胞生存率への影響は認められず、細胞毒性を示さないことを確認した

（Fig. 19）。 

細胞毒性の認められなかった既知 AHR アゴニストを用いて、腫瘍様塊形成に対する

抑制作用が AHRアゴニスト全般の特徴であるかを評価し、比較検討した。野生型MCF-

7 細胞を用いて mammosphere formation assay を行った結果、今回用いた 7種のアゴニス

トにおいて AHR 依存的な腫瘍様塊形成抑制作用が認められ、特に 3MC、BaP、DMBA

においては、低濃度処置下においても顕著な抑制作用が認められた（Fig. 20）。その一方

で、FICZ、indirubin および KYN においては βNF と比較して弱い抑制作用が観察され

た。これらの結果より、抑制作用の強さはアゴニストによって異なることが示され、AHR

の機能がリガンドによって制御可能であることが示唆された。しかしながら、I3Cおよ

び IAAの最高濃度（100 μM）処置下において、野生型MCF-7細胞だけではなく AHR-

KO細胞においても同等の顕著な形成抑制作用が認められた。これらの処置濃度は、接

着培養条件下における毒性作用は認められなかったことより、足場非依存性培養条件下

において AHR依存的なものだけでなく、AHR非依存的な抑制作用も有する可能性が考

えられた。これらの現象の理解にはさらなる研究が必要であるが、このメカニズム解析

で得られる情報は、AHR アゴニストに依存したマンモスフィア形成の抑制の機構的分

析に役立つ可能性が考えられる。 

次に、AHRの典型的な機能の一つの指標として、AHRを介した転写活性化作用に対

する AHR アゴニストの影響を評価した（Fig. 21）。本研究では、AHR のコンセンサス

な応答配列（TTGCGTG）を組み込んだ reporter vector を用いて、一般的な AHRの転写
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活性化能を検討することにした。各 AHRアゴニストを 6時間処置した結果、DMBAを

除く AHR アゴニストにおいて、レポーター活性の上昇が認められ、3MC、BaP、I3C、

IAA、KYN においては、濃度依存的な活性上昇が認められた。その一方で、FICZ およ

び indirubinにおいては、その他の AHRアゴニストと比較して低濃度に設定されている

にも関わらず、低濃度処置下においても高いレポーター活性が認められたことより、

FICZ および indirubin は AHR と高い結合親和性を示すことが推察された。実際に FICZ

は、1 nM の TCDDを使用した競合結合アッセイにおいて、0.07 nM の推定解離定数（Kd）

を示すことが報告されている [86]。また FICZ は、AHR の標的遺伝子の一つである

CYP1A1 の基質となることが報告されており、AHR を活性化させた後、速やかに代謝

分解されることによって、AHR 活性を制御するフィードバックループが存在すると考

えられている[87]。Indirubin においても同様な報告がされている。TCDD による CYP 

mRNA 誘導は 72 時間以上認められた一方で、indirubin においては最大の CYP 活性は

TODD と同等であるにもかかわらず、3 時間で CYP mRNA 誘導のピークを示した。ま

た、indirubin はヒト CYP1A1 または CYP1B1 を含むミクロソームによって代謝される

ことが報告されている [88]。本研究においても、FICZ および indirubin 処置した 24 時

間後において、6時間後と比較して高濃度処置下では同等の強いレポーター活性を示し

たが、低濃度処置下においてはレポーター活性の大幅な減弱が認められ、一時的な AHR

の転写活性化作用を示す AHRアゴニストである可能性が示された。また対照的に、3MC

および BaPにおいては、処置後 6時間から 24 時間にかけて、レポーター活性の維持ま

たは増強が認められ、FICZ や indirubin と比較して持続的な AHR の転写活性化作用を

示す AHRアゴニストである可能性が考えられた。 

本章において評価した 2 つの AHR の作用、腫瘍様塊形成抑制作用および AHR を介

した転写活性化作用について、各 AHR アゴニストによる効果を比較した結果、それぞ

れの作用は必ずしも相関しないことが明らかとなった。3MC や BaP は、顕著な腫瘍様

塊形成抑制作用および転写活性化作用を示したが、FICZや indirubin においては、3MC

に匹敵するほどのレポーター活性を誘導した一方で、3MC と比較して腫瘍様塊形成に

対してはるかに弱い抑制作用効果を示した。また DMBA においては、転写活性化作用

がほとんど認められなかったにも関わらず、顕著な腫瘍様塊形成抑制作用を示し、FICZ

や indirubin とは逆のパターンを示した。KYN においては、腫瘍様塊形成抑制作用およ

び転写活性化作用は他の AHR アゴニストと比較して弱く表れることが示された。これ

らの結果より、AHRの 2つの異なる機能である腫瘍様塊形成抑制作用および AHRを介
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した転写活性化作用は、AHR アゴニストのタイプに応じて独立して誘導されることが

示唆され、AHR による乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成抑制作用を選択的に発現する

リガンドが存在する可能性を示すことができた。 

AHR機能の誘導におけるアゴニスト依存的な相違を示す要因の一つとして、AHR活

性化の持続性が考えられた。持続的な AHR の転写活性化作用を示した 3MC、BaP、

DMBAは、腫瘍様塊形成を強く抑制し、対照的に処置後 24時間時点で転写活性化作用

の減弱が認められた FICZ、indirubin、I3C、IAA および KYN においてははるかに弱い

形成抑制作用を示した。したがって、βNFは前者のグループに分類される可能性が考え

られる。本研究で用いた mammosphere formation assay では、細胞をアゴニストと共に 5

日間培養したことを考慮すると、これらの結果は、腫瘍様塊形成過程における AHR 活

性化の持続が、AHR アゴニストによる腫瘍様塊形成の阻害に重要である可能性が考え

られた。 

また、顕著な腫瘍様塊形成抑制作用を示した 3MC、BaP、DMBAは、CYP1A1やCYP1B1

によって代謝的に活性化される発がん性多環芳香族炭化水素として知られており、

DNA 付加体形成や酸化的 DNA 損傷を誘発する可能性が報告されている [89,90]。さら

に、BaP は MCF-7 細胞で p53 の活性化、細胞周期の停止、細胞死を誘導する [91]。ま

た、活性酸素種による酸化ストレスは、MCF-7 細胞の腫瘍様塊形成の抑制に関与してい

ることも報告されている [92]。したがって、これらの AHRアゴニストはその化合物の

特性に関与している可能性が考えられた。AHR アゴニストを介した腫瘍様塊形成の抑

制は不明な点が残されており、さまざまなタイプの AHR 機能に対するアゴニストの選

択性を理解するためにはさらなる研究が必要である。 

本章の結果より、核内受容体とは異なる受容体型転写因子の AHRの場合においても、

機能や遺伝子を選択的に発現調節可能なリガンドが存在する可能性を示すことができ

た。本研究では、化合物の特性上、治療応用化に適した AHR アゴニストを同定するこ

とはできなかったが、乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成抑制作用を含む多岐にわたる

AHRの機能およびそのメカニズムを理解することによって、より理想的な AHRの選択

的機能調節薬の発見が可能となり、AHR ががんの新たな治療標的となることが期待さ

れる。 
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総括 

 

本研究では、「乳がんにおける選択的機能調節薬を同定し、受容体型転写因子を標的

とした新たな創薬基盤を確立する」ことを目的とし、新たなリガンドの探索を行った。

受容体型転写因子である核内受容体は、そのリガンドとなる低分子化合物による活性制

御を受けて様々な生理機能調節を担い、内分泌疾患や代謝疾患、がんなど様々な疾病の

治療薬の創薬ターゲットになっている。核内受容体リガンドの中でも、SNRM は、核内

受容体の機能または遺伝子発現制御を組織選択的に発揮する特徴を持ち、臨床応用もさ

れている。また当教室では、選択的な作用発現の新たな分子機序として、組織選択性だ

けでなく同一組織内において核内受容体の複数の機能や遺伝子を選択して発現する核

内受容体リガンドを複数報告している。一般的に核内受容体は、典型的なアゴニストに

よって活性化されると様々な機能を一律に発現し、状況によっては一部が不利益な機能

として現れてしまうことが問題となるが、当教室の提案している「選択的機能調節薬」

を用いれば、意図的に核内受容体の機能をコントロールすることができ、より効果的か

つリスクの少ない治療薬としての応用が可能であると考えられる。第 1 章では、これら

の基礎知見をもとに、ERα 陽性乳がん組織において ERα の有益な機能を選択的に発現

するリガンドのシードとなる候補化合物の探索を実施した。その結果、ERα陽性乳がん

の治療効果として、エストロゲン依存的細胞増殖抑制作用を示し、ERαの有益な機能を

発揮する適度な活性を保持した部分アゴニスト候補化合物として、 10-

dehydrooxyglycyuralin E（T9）を同定することができた。T9 は、ERαのフルアゴニスト

である E2 と比較して 30％ほどの活性を残しており、また、E2 によって促進された乳

がん細胞増殖の抑制作用を示した。以上の結果より、核内受容体の分子機構を基盤とし

たスクリーニング法の構築により、乳がん組織において ERαの有益な機能を選択的に

発現するリガンドのシード化合物を探索することができた。これらの方法で見出された

候補化合物を用いて、有益な機能が実際に認めれるかを証明することによって、より優

れた乳がん治療薬の開発につながることが期待される。 

また第 2 章では、核内受容体とは構造の異なる受容体型転写因子 AHR に着目し、

AHR による乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成抑制作用を選択的に発現するリガンドが

存在する可能性を示した。AHR は元来、ダイオキシン類の毒性を仲介するタンパク質

として同定され、様々な毒性学的観点から研究されてきたが、近年では、抗炎症作用や

抗腫瘍作用があることが報告され [54,55]、当教室においても、AHRアゴニストである
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βNF が乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成を抑制することを見出し [67]、AHR が乳がん

の根治療法として有用な治療標的となる可能性を提示している。そこで本章では、この

AHR による乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成抑制作用の治療応用化を目指す一環とし

て、本研究の基盤となる核内受容体に対する「選択的機能調節薬の概念」を構造が異な

る AHRに置き換え、AHRによる本抑制作用を選択的に発現するリガンドが存在すると

仮定し、既知 AHR アゴニスト 9 種を用いてその可能性を検討した。複数の AHR アゴ

ニストを評価および比較した結果、乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成抑制作用の強さが

アゴニストによって異なるが明らかとなり、AHR の一つの機能をリガンドによって調

節可能であることが示唆された。さらに、この抑制作用の強さは、AHR の典型的な機

能の 1 つである転写活性化作用と必ずしも相関しないことが明らかとなり、AHR の 2

つの異なる機能はアゴニストのタイプに応じて独立して誘導されることが示唆され、

AHR による乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成抑制作用を選択的に発現するリガンドが

存在する可能性が示された。 

以上のように、本研究では、乳がんにおける ERα の選択的機能調節薬のシード化合

物の探索、および AHR による乳がん幹細胞由来の腫瘍様塊形成抑制作用を選択的に発

現するリガンドが存在する可能性を示すことができた。今後、この選択的機能調節薬の

作用概念をもとに、選択的機能調節薬の同定およびその分子メカニズムの理解を基盤と

した新たな乳がん治療薬の開発に貢献されることが期待される。 
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Supplemental data 

 

第 1章 

選択的エストロゲン受容体 α部分アゴニスト 10-dehydrooxyglycyuralin E（T9）の同定 

 

1-1. 使用化合物 

 

東邦大学薬学部生薬学教室より提供頂いた化合物ライブラリーの化学構造式の一覧を表 1S に示す。 
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表 1S 用いた化合物ライブラリーの化学構造式（299種） 
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1-2: 方法 

 

1-2-2. 化合物の合成手順と分光データ 

 

2-(2-Acetyl-5-(benzyloxy)phenoxy)acetic acid ethyl ester（2） 

乾燥アセトニトリル（500 mL）中の 2,4-dihydroxyacetophenone１（100.0 g、0.657 mol）溶液に、無

水炭酸カリウム（100.0 g、0.723 mol）を加え、混合物を 1時間還流した。乾燥アセトニトリル（50 

mL）に溶解した臭化ベンジル（76.6 mL、0.644 mol）を混合物に滴下し、反応物を 3時間還流した。

反応混合物をシリカゲルで濾過した後、酢酸エチルで洗浄して濾液を蒸発乾固させた。粗生成物、

無水炭酸カリウム（90 g、0.657 mol）、およびクロロ酢酸エチル（96.5 g、0.788 mol）を乾燥アセトン

（400 mL）に溶解し、48時間還流した。沈殿物をシリカゲルで濾別してアセトンで洗浄し、濾液を

蒸発乾固した後、フラッシュカラムクロマトグラフィー（ethyl acetate/petroleum ether = 1:20）で精製

して、生成物 2（129.3 g）を白色固体として 60％の収率で得た。1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 7.66 

(d, J = 8.9 Hz, 1H)、7.45 (m, 2H)、7.41 (m, 2H)、7.4.0 (m, 1H)、6.73 (d, J = 2.4 Hz, 1H)、6.72 (dd, J = 8.9, 

2.4 Hz, 1H)、5.18 (s, 2H)、4.95 (s, 2H)、4.18 (q, J = 7.1 Hz, 2H)、2.57 (s, 3H)、1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3H)。 

 

(6-(Benzyloxy)benzofuran-3-yl)methanol （3）  

炭酸カリウム（50 g、0.36 mol）を激しく攪拌させた水溶液（400 mL）に、2-(2-acetyl-5-(benzyloxy) 

phenoxy)acetic acid ethyl ester 2（100 g、0.3 mol）を加え、混合物を 3時間穏やかに還流した。溶液を

5℃に冷却し、濃塩酸溶液で酸性化した。沈着した沈殿物を濾別し、冷水で洗浄した。得られた粗生

成物を無水酢酸ナトリウム（96 g、1.2 mol）と共に無水酢酸（390 g、2.8 mol）に溶解し、混合物を

160℃で 3時間加熱した。冷却後、混合物を水（900 mL）で希釈し、次にジエチルエーテルで抽出し

た。合わせた有機層を Na2CO3および塩水の飽和水溶液で洗浄し、無水 Na2SO4で乾燥させ、次いで

蒸発乾固させた。乾燥 1,4-ジオキサン（200 mL）中の乾燥粗生成物と二酸化セレン（33 g、0.3 mol）

の混合物を 48時間還流した。得られた黒色の沈殿物を濾別し、粗生成物を蒸発乾固させた。粗混合

物のメタノール溶液（100 mL）に、撹拌させながらアルデヒドの全量が変換されるまで、室温で少

量の NaBH4を加えた。次に、反応混合物を 5 M 塩酸（10 mL）で処理した。粗生成物を酢酸エチル

と水の混合物（1：1、v / v）で処理した。有機層を分離後、水で洗浄して塩水に漬け、次に無水 Na2SO4

で乾燥して蒸発乾固した後、シリカゲルのフラッシュカラムクロマトグラフィー（ ethyl 

acetate/petroleum ether = 1:5, Rf = 0.1）で精製し、63％の収率で黄色の粉末の生成物 3（48.0 g）を得

た。Mp 126.6–127.1 °C;1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 7.55 – 7.51 (m, 2H)、7.46 (d, J = 7.4 Hz, 2H)、7.40 

(t, J = 7.6 Hz, 2H)、7.34 (d, J = 7.4 Hz, 1H)、7.09 (d, J = 2.2 Hz, 1H)、6.99 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H)、5.11 

(s, 2H)、4.80 (s, 2H) ; 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ 157.5、156.7、141.6、137.0、128.8、128.2、127.6、
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120.5、120.4、120.2、112.7、97.6、70.7、56.2; IR (thin film, cm-1) 3402、3052、2928、2843、1597、1483、

1120; HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]+ Calcd. for C16H15O3 255.1021; Found 255.1016。 

 

6-(Benzyloxy)-3-((3,5-bis(benzyloxy)phenoxy)methyl)benzofuran （5） 

(6-(benzyloxy)benzofuran-3-yl)methanol 3（2.0 g、8 mmol）、3,5-dibenzyloxy phenol 4（2.9 g、9.6 mM）

およびトリフェニルホスフィン（3.2 g、12 mmol）の溶液に乾燥 THFにジイソプロピルアゾジホル

メート（2.4g、12 mmol）を 0℃で 15分間、窒素大気下で滴下し、反応物を室温で 4時間撹拌した。

粗混合物を蒸発乾固し、シリカゲルでのフラッシュカラムクロマトグラフィー（ethyl acetate/petroleum 

ether = 1:50, Rf = 0.3）により精製して、45％の収率で黄色の油層として生成物 5（1.9 g）を得た。1H 

NMR (600 MHz, CDCl3) δ 7.57 (s, 1H)、7.50 (d, J = 8.5 Hz, 1H)、7.46 (d, J = 7.4 Hz, 2H)、7.37-7.43 (m, 

4H)、7.39 (t, J = 7.5 Hz, 6H)、7.32-7.35 (m, 3H)、7.09 (d, J = 2.2 Hz, 1H)、6.99 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H)、

6.29 (s, 3H)、5.12 (s, 2H)、5.10 (s, 2H)、5.01 (s, 4H); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ 160.8、160.6、157.6、

156.6、142.5、137.0、136.9、128.8、128.7、128.6、128.2、128.1、127.7、127.6、127.4、120.5、120.3、

116.7、112.9、97.6、95.2、95.0、70.7、70.3、61.5; IR (thin film, cm-1) 3430、3031、2873、1624、1599、

1454、1378、1164、1134、1058; HRMS (ESI) m/z [M+H]+ Calcd. for C36H31O5 543.2166、Found 543.2174。 

 

3,5-Bis(benzyloxy)-2-(6-(benzyloxy)-3-methylbenzofuran-2-yl)phenol （6） 

6-(benzyloxy)-3-((3,5-bis(benzyloxy)phenoxy)methyl)benzofuran 5（1.0 g、1.8 mmol）の DCM溶液（10 

mL）に、シリカゲルを加え（2.0 g）、 DCMを真空下で除去し、混合物を 140℃で 4時間加熱した。

粗混合物をシリカゲルのフラッシュカラムクロマトグラフィー（ethyl acetate/petroleum ether = 1:10, 

Rf = 0.2）で精製して、73％の収率で黄色の油層油として生成物 6（713 mg）を得た。1H NMR (600 

MHz, CDCl3) δ 7.47 (dd, J = 7.9, 0.9 Hz, 2H)、7.44 – 7.42 (m, 2H)、7.41 – 7.38 (m, 5H)、7.36 – 7.32 (m, 

2H)、7.29 – 7.27 (m, 3H)、7.26 – 7.23 (m, 2H)、7.09 (d, J = 2.1 Hz, 1H)、6.98 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H)、

6.32 (d, J = 2.3 Hz, 1H)、6.29 (d, J = 2.3 Hz, 1H)、5.95 (s, 1H)、5.13 (s, 2H)、5.05 (s, 2H)、5.03 (s, 2H)、

2.10 (s, 3H); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ 161.7、158.6、157.3、156.7、155.6、143.9、137.1、136.8、

136.7、128.8、128.7、128.6、128.3、128.1、127.8、127.7、127.6、127.1、124.1、119.7、115.8、112.2、

100.4、97.3、94.7、94.2、70.8、70.6、70.3、9.3; IR (thin film, cm-1) 3433、3032、2921、2854、1629、

1452、1384、1151; HRMS (ESI) m/z [M+H]+ Calcd. for C36H31O5 543.2166、Found 543.2173。 

 

6-(Benzyloxy)-2-(2,4-bis(benzyloxy)-6-methoxyphenyl)-3-methylbenzofuran（7）  

NaH（パラフィン油中 60％分散液）（40 mg、1.0 mmol）の THF懸濁液（4 mL）に、窒素大気下で

撹拌しながら 0°Cで乾燥 THF（1 mL）中の 3,5-bis(benzyloxy)-2-(6-(benzyloxy)-3-methylbenzo furan-2-

yl)phenol 6（488 mg、0.9 mmol）の溶液を加えた。混合物を室温で 1時間撹拌し、iodomethane（255 
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mg、1.8 mmol）を 10分かけて滴下した。混合物を室温で一晩撹拌した。saturated aqueous solution of 

ammonium chloride（20 mL）を加えることにより反応混合物をクエンチし、ethyl acetate（20 mL）で

抽出した。合わせた有機層を塩水で洗浄し、無水 Na2SO4乾燥して蒸発乾固し、シリカゲルのフラッ

シュカラムクロマトグラフィー（ethyl acetate/petroleum ether = 1:20, Rf = 0.3）で精製して、85％の収

率で黄色の油層として生成物 7（473 mg）を得た。1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 7.49 – 7.29 (m, 11H)、

7.25 – 7.18 (m, 5H)、7.09 (d, J = 2.2 Hz, 1H)、6.94 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H)、6.30 (dd, J = 12.4, 2.2 Hz, 2H)、

5.12 (s, 2H)、5.06 (s, 2H)、5.02 (s, 2H)、3.75 (s, 3H)、2.07 (s, 3H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 161.6、

160.4、159.4、156.7、155.6、145.2、137.4、137.1、136.7、128.8、128.7、128.5、128.0、127.8、127.7、

127.6、126.9、124.4、119.3、114.4、111.4、102.7、97.4、93.6、92.4、70.8、70.7、70.4、56.1、9.0; IR 

(thin film, cm-1) 3428、2923、2855、1630、1384、1101; HRMS (ESI) m/z [M+H]+ Calcd. for C37H33O5 557.2323、

Found 557.2332。 

 

4-(6-Hydroxy-3-methylbenzofuran-2-yl)-5-methoxybenzene-1,3-diol（8） 

6-(benzyloxy)-2-(2,4-bis(benzyloxy)-6-methoxyphenyl)-3-methyl-benzofuran 7（390 mg、0.7 mmol）の

MeOH溶液（10 mL）に 10％Pd/C（40 mg）を加えた。次に、反応容器を排気し、水素に置き換えた。

8時間激しく撹拌した後、反応混合物をシリカゲルで濾過して濾液を蒸発乾固し、シリカゲルでのフ

ラッシュカラムクロマトグラフィー（ethyl acetate/petroleum ether = 1:2, Rf = 0.1）によって精製して、

85％の収率で無色の油層として生成物 8（170 mg）を得た。1H NMR (600 MHz, CD3OD) δ 7.25 (d, J = 

8.3 Hz, 1H)、6.80 (d, J = 2.1 Hz, 1H)、6.70 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H)、6.04 (dd, J = 6.7, 2.1 Hz, 2H)、3.68 (s, 

3H)、2.00 (s, 3H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 160.5、159.9、157.8、155.6、154.5、145.1、123.2、

118.4、113.4、110.3、98.9、97.0、95.0、90.7、54.6、7.4; IR (thin film, cm-1) 3450、2967、2788、1695、

1314; HRMS (ESI) m/z [M+H]+ Calcd. for C16H16O5 287.0914、Found 287.0910。 

 

2-(2-Methoxy-4,6-bis(methoxymethoxy)phenyl)-6-(methoxymethoxy)-3-methylbenzofuran（9） 

NaH（パラフィン油中 60％分散液）（40 mg、1.0 mmol）の乾燥ジメチルホルムアミド懸濁液（5 mL）

に、乾燥ジメチルホルムアミド（2 mL）中の 4-(6-hydroxy-3-methylbenzo furan-2-yl)-5-methoxybenzene-

1,3-diol 8（286 mg、1.0 mmol）の溶液を窒素大気下で撹拌しながら 0°Cで加えた。混合物を室温で 1

時間撹拌し、クロロメチルメチルエーテル（161 mg、2.0 mmol）を 0℃で 30分以上滴下した。反応

物を室温で 6時間撹拌し、NH4Clの飽和水溶液（20 mL）でクエンチし、酢酸エチル（20 mL）で抽

出した。合わせた有機層を塩水で洗浄し、無水 Na2SO4乾燥させ、蒸発乾固させた。粗物質をシリカ

ゲルのフラッシュカラムクロマトグラフィー（ethyl acetate/petroleum ether = 1:10, Rf = 0.1）により精

製して、83%の収率で無色の油層として生成物 9（347 mg）を得た。1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 

7.44 (d, J = 8.5 Hz, 1H)、7.17 (d, J = 2.1 Hz, 1H)、6.95 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H)、6.52 (d, J = 2.1 Hz, 1H)、
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6.47 (d, J = 2.1 Hz, 1H)、5.26 (s, 2H)、5.22 (s, 2H)、5.11 (s, 2H)、3.70 (s, 3H)、3.43 (s, 3H)、3.40 (s, 3H)、

3.25 (s, 3H)、1.98 (s, 3H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 159.8、159.7、157.3、154.5、154.4、145.2、

124.4、119.2、113.4、112.3、102.4、98.9、95.6、94.5、94.2、94.0、93.8、55.9、55.8、55.6、55.5、8.4; 

IR (thin film, cm-1) 3422、2922、285、1804、1697、1492、1454、1153、1025; HRMS (ESI) [M+H]+ m/z 

Calcd. for C22H27O8 419.1700、Found 419.1709。 

 

2-(3-Bromo-2-methoxy-4,6-bis(methoxymethoxy)phenyl)-6-(methoxymethoxy)-3-methylbenzofuran（10） 

2-(2-methoxy-4,6-bis(methoxymethoxy)phenyl)-6- (methoxymethoxy)-3-methylbenzofuran 9（418 mg、1.0 

mmol）の DCM溶液（10 mL）に、N-bromosuccinimide（178 mg、1.0 mmol）DCM（5 mL）溶液を加

え、0°Cの窒素大気下で撹拌しながら滴下し、混合物を室温で 1時間撹拌した後、反応混合物を蒸発

乾固させた。粗物質をシリカゲルのフラッシュカラムクロマトグラフィー（ethyl acetate/petroleum 

ether = 1:10, Rf = 0.1）により精製して、35%の収率で無色の油層として生成物 10（174 g）を得た。

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 7.42 (d, J = 8.4 Hz, 1H)、7.20 (d, J = 2.1 Hz, 1H)、7.00 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 

1H)、6.90 (s, 1H)、5.30 (s, 2H)、5.22 (s, 2H)、5.09 (s, 2H)、3.58 (s, 3H)、3.56 (s, 3H)、3.52 (s, 3H)、3.38 

(s, 3H)、2.12 (s, 3H); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ 158.2、156.9、156.3、155.4、155.3、144.5、124.9、

119.5、115.0、112.6、110.2、101.1、99.6、99.5、95.3、95.2、61.5、56.8、56.4、56.1、8.8; IR (thin film, 

cm-1) 3422、2922、2253、2126、1652、1384、1051、1026、1005; HRMS (ESI) m/z [M+H]+ Calcd. for 

C22H26O8Br 497.0811、Found 497.0815。 

 

2-(2-Methoxy-4,6-bis(methoxymethoxy)-3-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-6-(methoxymethoxy)-3-

methylbenzofuran（12） 

2-(3-bromo-2-methoxy-4,6-bis(methoxy methoxy)phenyl)-6-(methoxymethoxy)-3-methylbenzofuran 10（99 

mg、0.2 mmol）の乾燥ジメチルホルムアミド溶液（5 mL）に、cesium carbonate（130 mg、0.4 mmol）、

[1,1'-bis(diphenylphosphino)ferrocene]dichloropalladium (II)（7 mg、0.01 mmol）、および 4,4,5,5-tetramethyl-

2-(3-methylbut-2-en-1-yl)-1,3,2-dioxaborolane 11（58 mg、0.3 mmol）を窒素雰囲気下で加え、混合物を

90℃で 9時間撹拌した。出発物質が完全に消費されるまで、薄層クロマトグラフィー（TLC）によっ

て反応をモニターした。反応混合物を ethyl acetate（10 mL）で希釈し、水（15 mL）で洗浄した。有

機層を塩水で洗浄し、無水 Na2SO4で乾燥し、蒸発乾固させた。粗物質をシリカゲルのフラッシュカ

ラムクロマトグラフィー（ethyl acetate/petroleum ether = 1:10, Rf = 0.1）により精製して、78%の収率

で無色の油として生成物 12（76 mg）を得た。1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H)、

7.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H)、6.97 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H)、6.61 (s, 1H)、5.25 (s, 2H)、5.24 – 5.22 (m, 1H)、

5.21 (s, 2H)、4.64 (s, 2H)、3.75 (s, 3H)、3.51 (s, 6H)、3.40 (d, J = 6.7 Hz, 2H)、3.16 (s, 3H)、2.09 (s, 3H)、

1.78 (s, 3H)、1.68 (s, 3H); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ 158.1、157.9、156.3、155.4、155.1、146.1、131.1、
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125.2、123.6、119.3、117.0、114.5、112.4、107.3、99.8、99.7、95.4、94.8、94.5、57.3、56.21、56.17、

56.1、25.9、23.3、18.0、8.8; IR (thin film, cm-1) 3425、2921、2827、1589、1469、1381、1152、1105; 

HRMS (ESI) [M+H]+ m/z Calcd. for C27H35O8 487.2326、Found 487.2335。 

 

6-(6-Hydroxy-3-methylbenzofuran-2-yl)-5-methoxy-2,2-dimethylchroman-7-ol（T9） 

2-(2-methoxy-4,6-bis(methoxymethoxy)-3-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-6-(methoxymethoxy)-3-

methylbenzofuran 12（71 mg、0.2 mmol）のMeOH溶液（5 mL）に、CSA（23 mg、0.1 mmol）を加え、

得られた混合物を 50℃で 12時間撹拌した。出発物質が完全に消費されるまで、反応を TLCでモニ

ターした。Na2CO3の飽和水溶液（10 mL）を加えることにより反応混合物をクエンチし、ethyl acetate

（10 mL）で抽出した。有機層を塩水で洗浄し、無水 Na2SO4で乾燥させ、蒸発乾固させた。 粗物質

をシリカゲルのフラッシュカラムクロマトグラフィー（ethyl acetate/petroleum ether = 1:2, Rf = 0.2）に

より精製して、75％の収率で無色の油として生成物 T9（39 mg）を得た。 

 

1-2-5. ドッキングシミュレーション 

 

低分子化合物と受容体タンパク質の結合様式を推定するために、AutoDock 4 [1]を利用して、ドッ

キングシミュレーションを実施した。ドッキング計算には、ヒトエストロゲン受容体（PDB ID：1X7E 

[2]）の結晶構造を用いた。グリッドボックスは 0.375Åのグリッド間隔で作成され、その中心は共結

晶リガンドの配位で定義された。T9の構造は、SYBYL 6.9.1ソフトウェア（Tripos Inc.）で構築およ

び最適化された。Lamarckian 遺伝的アルゴリズムにより、最適なドッキングサーチパラメーターが

設定された（エネルギー評価の最大回数／実行: 25 000 000、Solis & Wets searchの反復: 3000、個体

数: 300、世代数: 100）。根平均自乗変位(Root Mean Squared Displacement: RMSD)が 2Å未満で計算さ

れた結合構造は、1つのクラスターに分割され、結合エネルギーが最も低く、頻度の割合が最も高い

コンフォメーションを代表的な結果として選択された。その他のパラメーターはデフォルトのまま

用いられた。 
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1-3: 結果 

 

1-3-3  T9の化学合成 

 

クロマン誘導体 T9は、重要なステップとなる cascade [3,3]-sigmatropic rearrangement/aromatization 

strategy の手順に従って合成された[3]。エーテル前駆体 5 は、benzofuran-3-ylmethanol 3 と phenol 4

から Mitsunobu 反応により調製し、化合物 1 から既知の方法で合成した。合成した基質 5 をシリカ

ゲルと混合し、4時間、140℃で加熱した結果、73％の収率で生成物 2が得られた。O-メチル化、水

素化、ヒドロキシル基のMOM保護および臭素化を含むいくつかの官能基変換の後、中間体 10が中

程度の収率で得られた。最後に、クロマン誘導体 T9は、臭化物前駆体 10と prenyl boronic ester 11の

間の palladium-catalyzed Suzuki couplingと、CSA促進カスケードMOM脱保護および環化反応によっ

て生成された。 

 

 

Fig. 1S. クロマン誘導体 T9の合成経路 
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